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RESUMO  
 
 
Os efeitos da radiação ultravioleta nos organismos biológicos são relevantes nos comprimentos 
de onda UV-A (315-400 nm) e UV-B (280-315 nm). Nas algas tornaram-se uma questão 
importante como um efeito da depleção a camada de ozônio.  No entanto, modelos 
experimentais para investigar esse problema são múltiplos e os organismos estudados são 
extremamente diversificados. Os organismos estudados incluem desde cianobactérias, 
diatomáceas, algas marrons, algas verdes e algas vermelhas. Estes estudos envolvem 
organismos de diferentes habitats: litoral marinho, mar aberto, lagoas, lagos e campos com 
neve. Kappaphycus alvarezii é uma macroalga vermelha que apresenta várias cores (vermelho, 
marrom, amarelo e verde). É natural de ambientes recifais do Indo-Pacífico, China, Japão ilhas 
do sudeste da Ásia, África e Oriente região até Guam.  No Brasil foi introduzida na última 
década na região sudeste e recentemente na região sul. Apresenta interesse econômico, devido 
principalmente à produção de kappa carragenana. Esta carragenana apresenta grande 
importância econômica para a alimentação (leite e produtos derivados, sobremesas e produtos 
enlatados), farmacêutica, têxtil, cosméticos e indústrias por causa de suas propriedades como 
espessante, emulsificante, estabilizador e gelificante. A presente investigação foi realizada para 
ampliar o conhecimento dos possíveis efeitos biológicos da radiação UVB, na fisiologia, na 
bioquímica, na morfologia e na organização celular de K. alvarezii linhagens verde e vermelha. 
Foram cultivadas duas variantes pigmentares (verde e vermelha) a 24 º C (±2 °C), fotoperíodo 
de 12h, irradiância fotossinteticamente ativa (PAR) ao dia foi de 704 kJ/m– 2, água do mar 
enriquecida com 4% de meio von Stosch e salinidade de 34 ups. Para os tratamentos estas 
variantes foram expostas a RUVB 3h diárias, irradiância de 1,2 kJ/m– 2 por 28 dias. Observou-se 
a diminuição das taxas de crescimento nos dois segmentos apicais das duas variantes expostos a 
RUVB. A morfologia também foi alterada, com um enrolamento nas porções distais do talo. Os 
segmento apicais da variante vermelha apresentaram processo de necrose e despigmentação nas 
extremidades dos ramos. Os pigmentos fotossintetizantes sofreram alterações nas concentrações 
após exposição à RUVB, especialmente nas ficobiliproteínas (FE, FC e AFC) onde as mesmas 
apresentaram diminuições, enquanto a concentração de Cl a aumentou após a exposição à 
RUVB. As variantes pigmentares, em corte transversal, apresentaram a região cortical com uma 
camada de células pequenas, a subcortical possuiu células maiores. Estas células grandes 
apresentaram paredes celulares espessas. A metacromasia com AT-O, nas paredes de todos os 
tipos celulares indicaram a presença de carboidratos ácidos. Com PAS a reação foi intensa no 
citoplasma das células corticais e das células subcorticais, marcando os grãos de amido. 
Entretanto nas células dos segmentos expostos à RUVB foi observada a diminuição no número 
de grãos de amido. As paredes celulares PAS positivas indicaram a presença de celulose, que 
tornaram mais evidente nos segmentos expostos à RUVB. Com azul brilhante de Coomassie 
reagiu com as células corticais marcando o citoplasma e as conexões intercelulares. Com SB-B 
a reação foi mais intensa na cutícula. A RUVB provocou alterações também na ultra-estrutura 
nas células corticais, com o aumento da espessura da parede celular e alteração do contorno 
celular. A desestruturação da organização interna dos cloroplastos das células corticais e das 
células subcorticais, juntamente com o aumento no número de ribossomos livres e de 
plastoglóbulos foi observada. Houve redução dos espaços intracelulares e formação de corpos 
membranosos com vesículas concêntricas no citoplasma e no cloroplasto. Entretanto, as 
mitocôndrias, os dictiossomos e núcleos das células corticais e das células subcorticais não 
apresentaram alterações ultraestruturais.  
 
 
  
ABSTRACT 
 
The effects of ultraviolet radiation in the biological relevant wavebands of UV-A (315–400 nm) 
and UV-B (280–315 nm) on algae have become an important issue as a man-made depletion of 
the protecting ozone layer has been reported. However, experimental designs to investigate this 
issue are manifold and the target organisms are extremely diverse. Data are included from the 
prokaryotic cyanobacteria, diatoms, brown algae, green algae and red algae. Including different 
habitats from marine littoral and open ocean to freshwater ponds, lakes and snow fields. A 
broad overview on UV effects on algae is given, with a focus on structurally visible changes. 
Kappaphycus alvarezii is a red macroalgae that presents several colors (red, brown, yellowish 
and green). It is natural from reef environments of the Indo-Pacific, China, Japan Islands of 
South East Asia, and East Africa region until Guam. This species was introduced in Brazil in the 
last decade, in São Paulo and Rio de Janeiro. This specie also currently being cultivated in the 
southern region of Brazil.  It is of economical interest mainly due to the production of kappa 
carrageenans. This phycocolloids presents a great economical importance for food (milk and 
derived products, desserts and canned products), pharmaceutical, textile, and cosmetic industries 
because of its properties as thickener, emulsifier, stabilizer and gelling agent. The present 
investigation was undertaken to expand the knowledge of possible biological effects of UVB-
radiation in physiology, morphology and cellular organization of K. alvarezii green and red 
strains. Two strains (green and red) were grown to 24 °C (± 2 ° C), photoperiod of 12h, 
photosynthetically active irradiance (PAR) was the day of 704 kJ/m- 2, sea water enriched with 
medium with 4 % of medium von Stosch and salinity of 34 ups. For the treatments were 
exposed to these variants RUVB for 3 h daily, irradiance of 1.2 kJ/m- 2 for 28 days. There was a 
decrease in growth rates in the two apical segments of the two strains exposed to RUVB. The 
morphology was also changed, with a winding in the distal portions of the stalk. The apical 
segment of the red variant showed necrosis and depigmentation of the process ends of the 
branches. The pigments change in concentrations after exposure to RUVB especially 
phycobiliproteins   (FE, FC and AFC) where they showed decreases, while the concentration of 
Cla increased after exposure to RUVB. The strains in cross section, show the cortical region 
with a layer of small cells, the cells have more subcortical. These large cells have thick cell 
walls. The metachromatic with AT-O, on the walls of all cell types indicates the presence of 
carbohydrates acids. With the PAS reaction was intense in the cytoplasm of the cells of cortical 
and subcortical cells, marking the grains of starch. Meanwhile in cells exposed to the segments 
RUVB was a decrease in the number of grains of starch. The PAS positive cell walls indicate 
the presence of cellulose, which became more evident in the segments exposed to RUVB. CBB 
reacted cortical cells marking the cytoplasm and intercellular connections. SB with the reaction 
was more intense in the cuticle. The RUVB also caused changes in ultrastructure in cortical 
cells, with increasing thickness of the cell wall and change the contour cell. The destruction of 
the internal organization of the chloroplasts of the cells and cortical cells subcortical, along with 
the increase in the number of free ribosomes and plastoglobuli was observed. There was a 
reduction of intracellular spaces and formation of vesicles with concentric membranous bodies 
in the cytoplasm. However, the mitochondria, the cell nuclei and dictyosomes cortical and 
subcortical cells showed no ultrastructural alterations. 
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CAPÍTULO 1  
INTRODUÇÃO GERAL 
 
 
I. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Visão geral das algas 
 
As algas constituem um grupo polifilético de organismos que apresentam um 
histórico evolutivo muito diverso (Lobban & Harrison, 1994), compreendem um grupo 
de organismos fotossintetizantes, não vasculares, dotados de estruturas reprodutivas sem 
proteção, produtoras de esporos e desprovidas de sementes e flores (South & Whittick, 
1987). Este grupo inclui organismos eucarióticos, unicelulares a pluricelulares, com 
grande variação morfológica (van den Hoek et al., 1989). Tanta diversidade também é 
observada nas formas de reprodução onde são observados processos vegetativos, 
assexuais e sexuais e em muitas formas pode ocorrer alternância de gerações, ao ponto 
da reprodução sexual na divisão Rhodophyta ser considerada a mais complexa do reino 
vegetal (South & Whittick, 1987).  
Bioquímica e fisiologicamente as algas são similares em muitos aspectos às 
plantas, possuindo as mesmas vias metabólicas básicas de síntese de clorofila a como 
principal pigmento fotossintético. Os polissacarídeos e proteínas biossintetizados podem 
ser comparados com os das plantas (South & Whittick, 1987). 
As algas ocorrem em praticamente todos os ambientes, porém se mostram mais 
abundantes nos ambientes aquáticos, onde são os maiores produtores de compostos 
orgânicos com papel relevante na cadeia alimentar sendo também responsáveis por 
grande parte da liberação de oxigênio necessário para o metabolismo dos consumidores 
(Lee, 1989).  
As algas são classificadas, utilizando-se critérios como: morfologia, a estrutura 
celular, natureza química dos produtos de reserva e composição da parede celular, 
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biologia molecular, bioquímica, pigmentos fotossintéticos e ciclo de vida (Graham & 
Wilcox, 2000). 
 
1.1.1  Relevância das Macroalgas  
 
 
As algas são de grande importância nos ambientes marinhos por serem os 
produtores primários dos oceanos e, desta maneira, compõem a biomassa e determinam 
a produtividade primária para os demais elos da cadeia trófica (Dawes, 1981; Norton et 
al., 1996). São alimentos para os herbívoros e os detritívoros, como também constituem 
uma área de berçário e habitat para peixes e invertebrados (Lippert et al., 2001). As 
macroalgas representam também um importante recurso para a obtenção de diferentes 
compostos naturais (Lüning, 1990). Nas últimas décadas, grande importância 
econômica foi atribuída as macroalgas marinhas devido aos seus compostos de parede: 
alginatos, agaranas, carragenanas. Além destes, são conhecidos também os compostos 
com ação antioxidante, antibacteriana e antifúngica (Anggadiredja et al., 1997; Hudson 
et al., 1999). 
Algumas algas são utilizadas como fonte de alimento humano ou de extratos 
químicos que são amplamente utilizados na manufatura de alimentos e muitos outros 
produtos (South & Whittick, 1987). Apesar de seus carboidratos não serem digeridos 
pelo homem, as algas representam excelentes fontes de vitaminas C (equivalente aos 
frutos cítricos), A, D, B1, B12 e E e ainda fornecem aminoácidos livres, carotenóides e 
diversos elementos traços requeridos para a nutrição humana (South & Whittick, 1987; 
Graham & Wilcox, 2000). 
 
1.2 A Divisão Rhodophyta 
 
 
Na Divisão Rhodophyta são reconhecidas quatro classes: Classe 
Rhodellophyceae, Classe Compsopogonophyceae, Classe Bangiophyceae e a Classe 
Florideophyceae (Wynne, 2005), representam o grupo com maior diversidade de 
espécies (Usov, 1992). Englobam cerca de 4000 a 6000 espécies (Woelkerling, 1990) 
distribuídas em aproximadamente 700 gêneros (Kraft, 1981), destes, 20 compreendem 
representantes de água doce e 10 contêm algas unicelulares. Os demais gêneros contêm 
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unicamente organismos pluricelulares de ambiente marinho (Lee, 1989; van den Hoek 
et al., 1989). A coloração é variada, podendo ser vermelho-clara, roxa, vermelho-escura, 
amarelada, esverdeada, azulada, amarronzada e mesmo enegrecida (Oliveira, 2003).  
Ocorrem em todas as latitudes, sendo mais abundantes na região equatorial. 
Predominam nas regiões entremarés, podendo também ser encontradas em 
profundidades de aproximadamente 200 m (Lee, 1989). As algas vivem presas a rochas, 
substratos calcários, paredes oceânicas ou ainda sobre conchas de moluscos ou sobre 
outras algas (van den Hoek et al., 1989). São mais abundantemente encontradas em 
regiões quentes próximas ao Equador onde apresentam tamanho reduzido, porém 
podem ser encontradas também em regiões de águas frias, atingindo nestas localidades 
maiores proporções (van den Hoek et al., 1989; Lee, 1989). Poucas espécies de algas 
vermelhas são encontradas em regiões polares e sub-polares, onde as algas pardas e 
verdes são mais abundantes (van den Hoek et al., 1989; Lee, 1989).  São comuns ao 
longo da costa brasileira, sendo mais abundantes e diversificadas na costa nordeste do 
país. Outras áreas de alta biodiversidade são os costões rochosos do norte do estado do 
Espírito Santo até a Ilha de Santa Catarina (Saito & Oliveira, 1990). 
Estas algas são caracterizadas por apresentar clorofila a, ficobiliproteínas, 
ausência completa de flagelos em todos os seus representantes e fases do ciclo de vida, 
amido das florídeas como produto de reserva e tilacóides livres nos cloroplastos (Bold 
& Wynne, 1985; Lee, 1989; Woelkerling, 1990). Os pigmentos fotossintetizantes das 
algas vermelhas são clorofilas (clorofila a e clorofila d) sendo esta última típica deste 
grupo taxonômico e ficobiliproteínas. As ficobiliproteínas estão organizadas em 
estruturas denominadas ficobilissomos (Gantt, 1981; Zuber, 1986), existe três tipos de 
ficobiliproteínas: a ficoeretrina (pigmento vermelho), a ficocianina e a aloficocianina 
(pigmentos azuis). Esses pigmentos têm como função absorver energia transferindo-a 
em seqüência a partir da ficoeretrina, à ficocianina e à aloficocianina, para o centro de 
reação do PSII (fotossistema II), onde a clorofila a é excitada, possibilitando assim o 
estabelecimento de um fluxo de elétrons (Gantt, 1981; Talarico, 1996).  
Das suas paredes celulares são extraídos polissacarídeos sulfatados 
(carragenanas e agaranas) que ocorrem em muitos gêneros da ordem Gigartinales 
(Gordon-Mills & Mc-Candless, 1975), estes compostos possuem inúmeras aplicações, 
podendo ser utilizados na indústria de lacticínios, em estamparias, em cosméticos, em 
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cervejarias, pasta de dentes, dando consistência e como função suspensora de produtos 
abrasivos em líquidos e ceras (Oliveira et al., 1992). Há também espécies que depositam 
em suas paredes carbonato de cálcio e carbonato de magnésio (Oliveira, 2003).  
As algas pertencentes à divisão Rhodophyta são, do ponto de vista econômico, 
as mais exploradas, pois, biossintetizam uma vasta variedade de polissacarídeos 
sulfatados como principais componentes da matriz intracelular (Usov, 1992). Esses 
polissacarídeos são utilizados em setores economicamente importantes, como nas 
indústrias alimentícias e farmacêuticas apresentando alto potencial biotecnológico, 
despertando interesse mundial, devido ao seu alto valor econômico (De Ruiter & 
Rudolph, 1997). 
Além da importância industrial, estes polissacarídeos têm despertado interesses 
na área biomédica, pois são promissores como compostos biologicamente ativos 
desempenhando atividade antiviral (Duarte et al., 2001; Talarico et al., 2004, 2005; 
Damonte et al., 1996; Cáceres et al., 2000) anticoagulante (Carlucci et al., 1997; Farias 
et al., 2000), antitrombótica (Sen et al., 2002), antiangiogênica (Satoru et al., 2003) e 
antitumoral (Fernandez et al., 1989; Zhou et al., 2004). 
O principal produto de reserva das algas vermelhas é o amido das florídeas 
(rodamilo), que está armazenado no citoplasma. O amido das florídeas é uma molécula 
peculiar, que se assemelha à porção amilopectina do amido (Raven, 1990). É um 
polímero constituído por α-D-glucose, com ligações glicosídicas do tipo α-(1→4) e 
pontos de ramificação no carbono-6 similar à amilopectina (Painter, 1983). 
 
 
1.2.1  Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P. Silva 
 
 
Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P. Silva (Figs. 1A e 1B) foi separada do 
gênero Eucheuma por Doty em 1987, pelas seguintes características: presença de 
carragenana kappa, cistocarpos hemisféricos inseridos diretamente nos eixos principais 
do talo e formação do eixo central a partir de células medulares organizadas em feixes 
(Areces, 1995). Possui colorido variado, são comuns as colorações vermelho escuro 
(Fig. 1B), marrons, amareladas ou diferentes tonalidades de verde (Fig. 1A).  
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Figura 1: Kappaphycus alvarezii variante verde (1 A) e vermelha (1B). Escala: 3cm.   
 
Possui grande interesse econômico devido à produção principalmente de 
carragenana kappa, um ficocolóide de ampla diversidade de aplicações na indústria 
alimentícia (laticínios, gelatinas, espessantes) (Paula & Pereira, 1998a), na preparação 
de rações para animais domésticos e peixes (De Mario & Ballestero, 2004), e como 
agentes inibidores do vírus HPV (Human Papilloma Virus) (Buck et al., 2006).  
Os resíduos do processo de extração de carragenana de K. alvarezii possuem 
concentrações altas de potássio, e concentrações menores de sódio e fósforo, podendo 
ser utilizado como fonte adicional de minerais para a agricultura (De Mario & 
Ballestero, 2004).  
Kappaphycus alvarezii, foi descrita como Eucheuma alvarezii Doty, 
comercialmente é conhecida como “cotonii”. Apresenta uma grande relevância 
alimentícia em alguns países, principalmente em saladas e bioindicadores de poluentes 
ambientais como metais pesados (chumbo e cádmio) (Trono, 1998). É uma espécie 
perene, com alternância de três gerações no seu ciclo de vida: esporofítica, gametofítica 
e carposporofítica, sendo as duas primeiras isomórficas e a última parasita do 
gametófito feminino. Em meio natural, os órgãos de reprodução masculina são difíceis 
de serem reconhecidos (Areces, 1995). 
É encontrada principalmente em ambientes recifais da região Indo-Pacífico, do 
Leste da África até Guam, China, Japão e ilhas do Sudeste Asiático (Doty, 1987; 
Areces, 1995). 
 
A B
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No Brasil esta espécie foi introduzida em 1995 a partir de um ramo proveniente 
do USA Marine Institute University of Kochi, Japan. A linhagem é proveniente do 
cultivo experimental na Ilha de Shikohu, Japão e originária de cultivos comerciais das 
Filipinas. Foi propagada em cultura unialgal durante 10 meses no Laboratório de Algas 
Marinhas (USP) antes da transferência para o mar (Paula & Pereira, 1998; Paula et al., 
1998a). 
Do tetrasporófito original, tetrasporófitos de colorações verde e vermelha 
surgiram espontaneamente e foram cultivados simultaneamente por propagação 
vegetativa (Paula et al., 1998b). 
A espécie K. alvarezii possui diversos estudos no Brasil, destacando os que estão 
sendo realizados no estado de São Paulo, no estado do Rio de Janeiro e iniciando em 
Santa Catarina (Florianópolis).  
No estado de São Paulo já foram realizados os seguintes estudos no litoral de 
Ubatuba: a) macrofauna fital e influência na taxa de crescimento (Lopes, 2007, b) teor e 
propriedades de carragenanas (Hayashi, 2001; Hayashi et al., 2006; Hayashi et al., 
2007), c) cultivo in vitro e taxas fotossintéticas (Erbert, 2001; Paula et al., 2001), d) 
aspectos reprodutivos e biológicos (Contador, 2001; Bulboa & Paula, 2005), e) 
introdução no mar e maricultura (Paula, 2001; Paula & Pereira, 1998; Paula et al., 
1998a; 2002; Paula & Pereira, 2003), f) cultivo integrado com camarões e mexilhões 
(Lombardi et al., 2001a; 2001b), g) seleção de linhagens (Paula et al., 1999).  
Enquanto no estado do Rio de Janeiro, na Baía de Sepetiba, foram realizados os 
seguintes trabalhos: a) epibiontes nas estruturas de cultivo de K. alvarezii na Baía da 
Sepetiba (Marroig, 2007), b) cultivo de K. alvarezii no litoral do Rio de Janeiro: 
subsídios ao monitoramento ambiental da produção em escala industrial (Reis et al., 
2007), c) K. alvarezii: cultivo de algas no Rio de Janeiro permite a produção de 
carragena 100% nacional (Carvalho-Filho, 2007) e d) estudo sobre a dispersão da 
macroalga exótica K. alvarezii, em Cultivo Comercial na Baía da Sepetiba (Castelar, 
2006). 
Já em Santa Catarina, os trabalhos estão sendo realizados no LAMAR e 
cultivados em balsas flutuantes na Praia de Sambaqui-Florianópolis. Sendo orientados 
pela professora Dra. Zenilda Laurita Bouzon, pela Dra. Leila Hayashi e pelo professor 
Dr. Eurico Cabral de Oliveira (Comunicação pessoal).  
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 A escolha de espécie K. alvarezii como modelo a ser estudado deve-se ao fato 
da espécie ser exótica e de grande relevância econômica. Esta espécie junto com E. 
denticulatum (N.L. Burman) F.S. Collins & Hervey correspondem por cerca de 70 % de 
toda a carragenana produzida mundialmente (Areces, 1995). A carragenana é 
amplamente utilizada na indústria alimentícia, como agente estabilizante e espessante 
em produtos derivados do leite e carne, entre outros. Também é largamente empregada 
em cosméticos e na indústria farmacêutica (Dawes et al., 1974; Oliveira, 1997; Paula & 
Pereira, 1998). 
 A produção de brasileira de carragenana é esporádica e pequena a explotação 
limita-se a espécie H. musciformis (Wulfen) J.V. Lamouroux no nordeste do país (Paula 
& Pereira, 1998).  Oliveira (1990) propôs a introdução das espécies exóticas Eucheuma 
J. Agardh e Kappaphycus pela dificuldade na produção brasileira de carragenana e 
necessidade do mercado.  
 
2. Diminuição da camada de ozônio (O3) e aumento da radiação 
ultravioleta (UV) 
 
 
A distribuição do gás ozônio é contaste na troposfera e aumenta com a altura na 
estratosfera, até uma região de concentração máxima, que pode variar pela latitude e 
estação do ano (London, 1985). 
A concentração do ozônio na estratosfera é essencialmente gerada por processos 
físico-químicos e transporte meridional (Dobson, 1968; Godin et al., 2000; e Basset & 
Gahein, 2000). Assim, a concentração deste gás é distinta conforme a latitude, altitude e 
sazonalidade e depende da variabilidade da circulação estratosférica. 
O ozônio (O3) compõe a atmosfera em quantidades mínimas (uma molécula de 
ozônio para 2,5 milhões de moléculas presentes na atmosfera), concentrando-se 
principalmente na estratosfera, entre 15 a 25 km acima da superfície terrestre. Esta 
região é conhecida como ozonosfera, sendo responsável pela absorção de parte da 
radiação UV solar incidente. O ozônio é formado constantemente na estratosfera e 
corresponde à união química de uma molécula de O2 com um átomo de oxigênio, este 
último proveniente da fotodissociação do O2 por um fóton de radiação UV com 
comprimento de onda inferior a 242 nm. O O3, por sua vez, também pode ser dissociado 
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em O2 + O por um fóton de radiação UV com comprimento de onda inferior a 320 nm. 
Desta forma, a camada de ozônio funciona como um filtro de parte da radiação 
ultravioleta (Okuno et al., 1996). 
Até o início da década de 70 não se pensava que a atividade humana poderia, de 
alguma forma, levar à destruição da camada de ozônio. Somente em 1974 foi proposto 
que uma classe de gases quimicamente inertes, largamente utilizada, conhecida como 
clorofluorcarbonetos (CFCs), era transportada para a estratosfera. Uma vez na 
estratosfera esses gases poderiam ser dissociados por fótons solares energéticos e liberar 
o cloro, o qual participaria da destruição do ozônio estratosférico (Molina & Rowland, 
1974; Stolarski & Cicerone, 1975). 
A descoberta do buraco de ozônio na Antártida, em meados dos anos 80, causou 
surpresa à comunidade científica que, até então, pensava compreender os processos 
físicos e fotoquímicos que controlam a produção e extinção de ozônio na atmosfera 
(Farman et al., 1985). As primeiras observações da diminuição da camada de ozônio na 
Antártida indicam uma redução de 40 % a 50 % desse elemento na estação primaveril 
(Farman et al., 1985; Stolarski et al., 1986; Smith, 1992). Como essa redução foi restrita 
à região da Antártida, foi denominada de buraco na camada de ozônio. Essa diminuição 
apresentou curta duração e foi seguida por um rápido reestabelecimento. No entanto, a 
partir da década de 90, o aumento do buraco de ozônio e conseqüentemente da 
quantidade de radiação UV na superfície da Terra alcançou níveis incomuns, atingindo 
não apenas o continente antártico, mas também o continente americano até a latitude de 
38° Sul (Chile e Argentina) (Bianciotto et al., 2003). O sul do Brasil, de forma 
semelhante a outros locais em latitudes médias e altas nos hemisférios norte e sul 
(Santee et al., 1995; Kirchhoff et al., 1996, 2000; Rousseaux et al., 1999), têm sido 
exposto a um gradual incremento nos níveis de radiação ultravioleta (UV) que chega à 
superfície terrestre, resultante da diminuição da camada de Ozônio estratosférico que 
absorve toda a radiação solar ultravioleta C (UVC <280 nm) e parte das emissões de 
UVB (280-320 nm). 
Com as observações realizadas nas últimas duas décadas, sobre a tendência 
global de redução do ozônio atmosférico e o fenômeno do buraco de ozônio antártico 
(Farman et al., 1985; Solomon et al., 1986) surgiu uma preocupação na comunidade 
científica quanto à possibilidade de haver um aumento na intensidade de radiação 
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ultravioleta (UV) solar na superfície terrestre. Atualmente há evidências de que efeitos 
do buraco de ozônio podem propagar-se a latitudes mais baixas e densamente povoadas 
(Kirchhoff, 1997). Conseqüentemente o interesse por mensurar a radiação UV solar, que 
incide na superfície terrestre, vem crescendo e muitas observações têm sido feitas nas 
comunidades possivelmente mais afetadas (Kirchhoff, 1997). 
A diminuição da camada de ozônio resultou em aumento nos níveis da radiação 
ultravioleta na superfície da Terra. Alguns estudos indicam ainda que a diminuição da 
camada de ozônio também ocorre no hemisfério Norte, sobre o Ártico (Pearce, 1996).  
Em Santa Catarina foi constatado que no decorrer dos últimos anos, a incidência 
da radiação ultravioleta aumentou consideravelmente (Kirchhoff, 1997). 
A radiação ultravioleta faz parte do espectro eletromagnético e compreende 
ondas eletromagnéticas com comprimentos de 100 a 400 nm. É classificada em três 
grupos pela Comissão Internacional de Iluminação e pelos Fotobiologistas ambientais: 
UVC (100-280 nm), UVB (280-320 nm) e UVA (320-400 nm) (Okuno et al., 1996).  
 A redução de 1 % na camada de ozônio pode causar um aumento de 1,3 % a 1,8 
% dos níveis de radiação UVB que atingem a superfície terrestre (Hollósy, 2001). 
Porém, os níveis de radiação fotossinteticamente ativa e UVA são relativamente 
insensíveis às variações na concentração de ozônio, enquanto que a radiação UVC é 
eficientemente absorvida pelas moléculas de oxigênio e ozônio antes de chegar à 
superfície terrestre (Okuno et al., 1996).  
  Os efeitos da radiação UV podem ser perceptíveis em células ou até em 
ecossistemas, afetando ainda ciclos biogeoquímicos importantes. Muitos processos 
vitais dos produtores primários marinhos são afetados pela radiação ultravioleta, desde 
nível de moléculas até de comunidades (Zepp et al., 1998). A faixa dos raios 
ultravioleta da radiação solar pode penetrar em profundidades consideráveis em regiões 
marinhas pelágicas e ecossistemas bentônicos (Franklin & Forster 1997; Häder et al., 
1998; Boelen et al., 1999).  
Conseqüentemente, no momento há uma grande preocupação sobre o possível 
impacto que a crescente radiação ultravioleta pode ter em ecossistemas naturais, 
especialmente nos sistemas marinhos (Worrest, 1982; Smith et al., 1992; Prézelin et al., 
1994). 
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Pouco se conhece atualmente sobre os efeitos dessa radiação em algas marinhas. 
Alguns estudos (Talarico, 1996; Talarico & Maranzana 2000) sugerem que o 
espessamento da parede celular seja um mecanismo de defesa à exposição de radiação 
UV. Outros estudos apontam alterações na ultraestrutura dos cloroplastos e das 
mitocôndrias (Poppe et al., 2002, 2003; Holzinger et al., 2006). Entretanto, não foi 
observado nenhum estudo com radiação UV na espécie K. alvarezii. 
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II-OBJETIVOS 
 
2.1. Geral 
 
 Conhecer os possíveis efeitos biológicos da radiação ultravioleta-B na fisiologia, 
bioquímica, morfologia e organização celular das variantes pigmentares verde e 
vermelha da macroalga Kappaphycus alvarezii. 
 
2.2. Específicos 
 
 Avaliar as variações nas concentrações dos pigmentos fotossintetizantes 
ocasionados pela radiação ultravioleta-B; 
 Analisar as alterações ultraestruturais causadas pela radiação ultravioleta-B; 
 Comparar os efeitos biológicos da radiação ultravioleta-B entre as variantes 
verde e vermelha de K. alvarezii. 
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CAPÍTULO 2 
EFEITOS DA RADIAÇÃO ULTRAVIOLETA-B NA FISIOLOGIA DOS 
PIGMENTOS FOTOSSINTETIZANTES E NA TAXA DE 
CRESCIMENTO DA VARIANTE PIGMENTAR VERDE E 
VERMELHA DE Kappaphycus alvarezii (DOTY) DOTY EX P. SILVA 
(GIGARTINALES) 
  
 
 
I.INTRODUÇÃO 
 
 
A diminuição da camada de ozônio atmosférico têm ocasionado aumento no 
fluxo da radiação ultravioleta - B (RUVB) sobre a superfície terrestre (Kerr & McElroy, 
1993) e nos sistemas aquáticos (Villafañe et al., 2003). Porém, conhecimentos sobre a 
adaptação, a proteção e mecanismo de reparo, e mais importantes estudos de campo, 
sugerem que os efeitos, em longo prazo, da RUVB, na produtividade primária, possam 
ser menos prejudiciais que anteriormente pensado (Vincent & Roy, 1993; Searles et al., 
2001). 
Muitas macroalgas marinhas crescem em águas rasas das zonas costeiras, onde 
as mudanças ambientais podem ocorrer rapidamente. Especialmente as algas 
intermareais que são expostas a fatores de estresse, tais como: mudança na irradiância, 
salinidade, temperatura e dessecação (Frank & Cogdell, 1993).  
Os pigmentos fotossintetizantes são essenciais na captação da radiação solar, a 
qual será convertida à energia química para a formação de carboidratos a partir do 
dióxido de carbono. Nas algas vermelhas, os principais pigmentos são: a clorofila a (Cl. 
a) e clorofila d (Cl. d) e as ficobiliproteínas (Gantt, 1990; Sinha et al., 1995). As 
ficobiliproteínas são pigmentos acessórios que auxiliam na absorção dos comprimentos 
de onda entre 450 a 660 nm (Sinha et al., 1995).  
Mudanças induzidas pelos raios ultravioleta na química ou na quantidade de 
pigmentos nas algas podem alterar as relações entre alga-herbívoro (Cronin & Hay, 
1996; Pavia et al., 1997; Rozema et al., 1997). Estudos recentes demonstram fortes 
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reduções nas atividades primárias em ecossistemas terrestres e ecossistemas aquáticos 
de baixo de elevadas concentrações de RUVB (Searles et al., 2001). Esta redução pode 
mudar a composição de espécies num determinado ecossistema (Häder et al., 1998). 
Muitos processos bioquímicos e fisiológicos tais como o crescimento, a 
sobrevivência, a síntese de pigmentos, substâncias fotoprotetoras, a produção de 
oxigênio, mobilidade, metabolismo de nitrogênio e captação e assimilação de gás 
carbônico, são relatados como alvos suscetíveis da RUVB (Häder et al., 1998; Bischof 
et al., 2002).  
Avaliar o efeito da RUVB nas algas fotossintetizantes é crucial para entender o 
fluxo de carbono nos oceanos em um contexto de mudança climática global (Häder & 
Worrest, 1991). A diminuição na produtividade do fitoplâncton pelo aumento da RUVB 
pode ser devido à efeito direto do sistema de assimilação de carbono (Lesser et al., 
1994), assimilação de nitrogênio (Buma et al., 1993; Häder & Liu, 1990), dano no DNA 
(Buma et al., 1993) ou ainda por  inibição da mobilidade (Häder & Liu, 1990).  
A radiação UVA pode exercer um efeito nocivo no processo fotossintético 
(Cullen et al., 1992). No entanto, alguns pesquisadores observaram benefícios da 
radiação UVA na fisiologia da alga, induzindo processos fotobiológicos como a 
atividade fotoprotetora para reparar danos ao DNA (Buma et al., 1997) ou estimulando 
a atividade da enzima nitrato redutase (Viñegla, 2000). 
Por viverem em ambientes com intensas interações biológicas e condições 
abióticas extremas, as algas têm a capacidade de desenvolver estratégias de defesa que 
resultam na produção de um elevado número de compostos químicos, a partir de 
diferentes rotas metabólicas (Barros et al., 2005).  
Dentro deste contexto, a radiação ultravioleta atua evolutivamente como uma 
pressão seletiva de mecanismos de proteção e/ou reparo contra estes danos 
possibilitando que as algas sobrevivam e se reproduzam (Karsten et al., 1998, Korbee 
Peinado et al., 2004). 
Uma das estratégias utilizadas pelas macroalgas para sobreviverem à exposição a 
altos níveis de radiação UV é a síntese e o acúmulo de compostos fotoprotetores, como 
os aminoácidos tipo micosporina e os carotenóides (Sommaruga, 2001, Sonntag et al. 
2007). 
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A sensibilidade diante da RUVB varia segundo as espécies e as fases da vida 
afetadas (Dring et al., 1996). No entanto, existem mecanismos de proteção e reparação 
da exposição à radiação ultravioleta. Contra os danos fotoquímicos, fotoreatividade do 
DNA, reparação da cisão nucleotídica e recombinação do DNA (van de Poll et al., 
2001), a acumulação de antioxidantes lipossolúveis e hidrossolúveis e atividade de 
enzimas antioxidantes.     
Com a finalidade de ampliar o conhecimento dos possíveis efeitos biológicos da 
RUVB o presente estudo teve-se como objetivos: 1) avaliar as variações nas 
concentrações dos pigmentos fotossintetizantes ocasionados pela RUVB e 2) verificar a 
taxa de crescimento dos segmentos apicais expostos a RUVB.   
 
 
II. MATERIAL E MÉTODOS  
  
 
2.1 Coleta e processamento do material biológico 
 
 
Os segmentos apicais das duas variantes pigmentares (verde e vermelha) de K. 
alvarezii utilizados nos diferentes experimentos foram obtidos do banco de 
germoplasma do Laboratório de Algas Marinhas (LAMAR), e não foi necessária a 
aclimatação. 
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2.2 Condições de cultivo 
 
A irradiância fotossinteticamente ativa (PAR) ao dia foi de 704 kJ/m– 2 (Li-cor 
light meter 250, United States of America, USA). A temperatura foi de 24 º C (±2 °C) e 
o fotoperíodo de 12 horas, sendo que o período de luz iniciava às 8 horas da manhã, 
com aeração contínua. A água do mar utilizada foi esterilizada em banho Maria por 1 
hora. Após seu completo resfriamento, essa água foi enriquecida com o meio von 
Stosch (Edwards, 1970).  
Os segmentos apicais com peso de aproximadamente 0,50g (± 0,05g), das duas 
variantes pigmentares (verde e vermelha) de K. alvarezii foram cultivados em béqueres 
de 250 mL no laboratório, em câmara de cultivo (Fig.1) por um período de 4 semanas 
(28 dias), tanto o controle (sem radiação UVB, somente a radiação fotossinteticamente 
ativa (PAR) quanto o tratamento (com radiação UVB +PAR). O meio de cultivo foi de 
200mL água do mar esterilizada com 4% de meio von Stosch,  salinidade de 34 ups (±1 
ups) (unidade padrão de salinidade).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Câmara de cultura de K. alvarezii. Figura A é o controle com PAR (seta). E figura B é o 
tratamento com a RUVB + PAR lâmpada UVB (seta). 
 
A radiação UVB artificial foi fornecida pela lâmpada (Vilber Lourmat VL-6LM, 
Marne La Vallée, France), que emite o comprimento de onda de 312 nm e irradiância de 
1,2 kJ/m– 2 e possui acoplado um filtro para os demais comprimentos de onda. A 
exposição à radiação UVB foi de três horas por dia (iniciando ao 12:00 h e terminando 
as 15:00 h). Durante a exposição, a aeração foi aumentada no tratamento e no controle 
A
B
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para que os fragmentos movimentam-se de forma constante, de forma a expor todos os 
ramos. Sendo assim, todos os fragmentos receberam a mesma intensidade de radiação. 
Foi realizado um rodízio com béqueres aleatoriamente, para que todos os béqueres 
recebem a mesma intensidade luminosa. Concomitante a radiação UVB receberam a 
PAR, através das lâmpadas fluorescentes (Philips C-5 Super 84 16W/840, Brasil). Estas 
lâmpadas fornecem a luz similar a natural.  
Durante os períodos de exposição, a câmara de cultivo contendo a lâmpada 
emissora de radiação UVB, foi isolada externamente com plásticos transparentes 
espessos de forma que a radiação ficasse restrita aos tratamentos. Também foram 
submetidas às mesmas condições, exceto pela ausência da emissão da radiação UVB, as 
plantas controle.  
Os meios de cultura foram renovados semanalmente. Foram utilizadas quatro 
repetições para cada espécime (n=4).  
 
2.3 Taxa de crescimento 
 
 A taxa de crescimento das variantes pigmentares dos controles e dos expostos a 
RUVB de K. alvarezii foi avaliado através de medidas de peso da matéria fresca 
semanalmente durante as 4 semanas de tratamento. As taxas de crescimento foram 
obtidas a partir do aumento da massa fresca e apresentadas como porcentagem de 
crescimento diário, sendo calculadas segundo a seguinte fórmula de Penniman et al., 
1986. Sendo a taxa de crescimento calculada através da fórmula:  
 
Tcm = [(Mf / Mi) 1/t -1] * 100 
Taxa de crescimento (Tcm) % dia -1 
Massa final (Mf) em gramas 
Massa inicial (Mi) em gramas 
Tempo (t) em dias  
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2.4 Extração e dosagem dos pigmentos fotossintetizantes  
 
2.4.1 Extração e Dosagem de Clorofila a 
 
A extração de clorofila a dos talos foi realizada utilizando o método de Hiscox 
& Israelstam (1979). A extração pigmentar foi realizada a partir de amostras de 
aproximadamente 100 mg de massa fresca para cada repetição. Os talos foram 
acrescidos com 1 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) e a clorofila foi extraída na solução 
sem macerar a 65° C por 30 minutos. O extrato líquido foi completado o volume para 
3mL da solução de DMSO.  Todo o processo foi realizado no escuro, a 4º C.  
A dosagem de clorofila a foi realizada com 3 mL das amostras e transferidas 
para cubetas de vidro de 10 mm, para leitura em  espectrofotômetro Shimadzu 2301.  
A calibragem do aparelho foi realizada com solução de DMSO. Os espectros de 
absorção foram obtidos registrando-se as absorbâncias no intervalo de 190 a 750 nm 
(UV-visível) com varredura de 1 segundo.  
 
 
A determinação da concentração de clorofila a foi feita utilizando-se a equação 
descrita por Jeffrey & Humphrey (1975): 
 Cl-a = 11,85 A664 – 1,54 A647 – 0,08 A630  
Nas fórmulas descritas, a unidade foi µg/mL. Os valores obtidos foram 
convertidos em µg/g de massa fresca, multiplicando-se pelo volume do solvente 
utilizado e, posteriormente, dividido pela biomassa fresca da amostra. As análises foram 
realizadas em quadriplicatas. 
 
 
2.4.2 Extração e Dosagem das Ficobiliproteínas  
 
A extração das ficobiliproteínas foi realizada a partir de amostras de 
aproximadamente 100 mg de massa fresca para cada repetição. Todo o processo foi 
realizado no escuro a 4º C.  
Essas amostras foram maceradas até a formação de um pó fino em almofariz, 
com o auxilio de nitrogênio líquido. O pó diluído em um total de 4 mL de tampão 
fosfato 0,1 M, pH 5,5. A solução foi centrifugada a 44000 xg por 20 minutos. O 
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sobrenadante contendo as ficobiliproteínas foi retirado e mantido em tubos de ensaio 
vedados, até a leitura em espectrofotômetro. 
A calibragem do aparelho foi realizada com soluções de tampão fosfato. Os 
espectros de absorção foram obtidos registrando-se no intervalo de 190 a 750 nm (UV-
visível) com varredura de 1 segundo.  
 A concentração de ficobiliproteínas foi determinada usando as equações 
descritas por Kusar et al., (1983): 
 AFC (aloficocianina)= 181,3 A651 – 22,3 A614; 
 FC (ficocianina)= 151,1 A614 – 99,1 A651 
 FE (ficoeretrina)= 155,8 A498,5 – 40,0 A614 – 10,5 A651  
 Nas fórmulas descritas, a unidade foi µg/mL. Os valores obtidos foram 
convertidos em µg/g de massa fresca, multiplicando-se pelo volume do solvente 
utilizado e, posteriormente, dividido pela biomassa fresca da amostra. As análises foram 
realizadas em quadriplicatas. 
 
2.5 Análise e interpretação dos dados 
 
Os dados foram submetidos à análise da variância-bifatorial ANOVA, seguida 
do teste a posteriori de Tukey para verificar a significâncias das diferenças (p<0,05) 
entre as médias das taxas de crescimento e concentrações de pigmentos entre os 
tratamentos com radiação UVB + PAR e seus respectivos controles. Todas as análises 
foram realizadas no Programa Statistica (versão 6.0).  
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III. RESULTADOS 
  
3.1 Efeito da radiação no crescimento dos segmentos apicais de 
K.alvarezii expostos a RUVB  
 
A RUVB provocou alterações nas taxas de crescimento e na morfologia dos 
segmentos apicais das duas variantes pigmentares (verde e vermelha) de K. alvarezii. As 
alterações morfológicas ocorreram na região apical dos talos. Nos talos irradiados 
quando comparados com as amostras dos talos do controle, ocorreu a curvatura na 
região apical onde normalmente se dá o crescimento e a dicotomia (Figs. 2 e 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Aspectos dos segmentos apicais de Kappaphycus alvarezii variante verde. Sendo que A é 
o controle com PAR na primeira semana do experimento e B na quarta semana de experimento. E 
C é o tratamento com a RUVB + PAR na primeira semana do experimento e D na quarta semana de 
experimento. Escala: 5 cm.   
 
A B
C D
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Figura 3: Aspectos dos segmentos apicais de Kappaphycus alvarezii variante vermelha. Sendo 
que A é o  controle com PAR na primeira semana do experimento e B na quarta semana de 
experimento. E C é o tratamento com a RUVB + PAR na primeira semana do experimento e D na 
quarta semana de experimento. Escala: 5 cm.   
 
Estas alterações morfológicas nos segmentos apicais expostos a RUVB, são 
visíveis nas duas variantes a partir do término da segunda semana de cultivo e início da 
terceira semana de cultivo quando se verificou o encurvamento (Fig. 4). 
C D
BA
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Figura 4: Aspectos dos segmentos apicais das duas variantes (verde e vermelha) de Kappaphycus 
alvarezii. Sendo que A e B são os tratamentos com a RUVB + PAR. Observe a curvatura dos 
ápices (setas) das variantes (verde e vermelha). Enquanto C e D são os controles com a PAR. 
Observe a dicotomia dos segmentos apicais das duas variantes (verde e vermelha) do controle. 
Escala: 2 cm.   
 
Os segmentos apicais da variante vermelha exposta a RUVB, além da curvatura, 
apresentam um processo de despigmentação e necrose parcial de alguns ápices (Fig. 5). 
A despigmentação ocorreu no término da terceira semana de cultivo e início da quarta 
semana de cultivo. Como conseqüência da necrose ocorreu declínio na taxa de 
crescimento por perda de massa fresca.  
 
DC
A B
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Figura 5: Aspectos dos segmentos apicais da variante vermelha Kappaphycus alvarezii exposta à 
RUVB. Sendo que A o segmento que apresentou o branqueamento do ápice (seta) e B o segmento 
que apresentou a necrose (setas). Escala: 2 cm.   
 
As taxas de crescimento dos segmentos apicais das duas variantes pigmentares 
(verde e vermelha) do controle e dos expostos a RUVB são apresentadas nas figuras 6 e 
7.  
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Figura 6: Taxas de crescimento dos segmentos apicais do controle e dos segmentos apicais 
expostos a RUVB da variante verde de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von Stosch 
por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). As barras verticais representam o 
cálculo do erro padrão. As letras distintas e minúsculas significam as diferenças entre o controle 
e exposto a RUVB, segundo o teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 7: Taxas de crescimento dos segmentos apicais do controle e dos segmentos apicais 
expostos a RUVB da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von 
Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). As barras verticais 
representam o cálculo do erro padrão. As letras distintas e minúsculas significam as diferenças 
entre o controle e exposto a RUVB, segundo o teste a posteriori de Tukey. 
 
Na primeira semana do experimento, as duas variantes do controle apresentaram 
uma taxa diária de crescimento superior quando comparado com as variantes expostas à 
RUVB. A variante verde cresceu 6,55 % dia -1 enquanto que o exposto cresceu 2,99 % 
dia -1, já os controles da variante vermelha cresceram 5,21 % dia -1 e o exposto 
cresceram 4,05 % dia -1(n=4). 
 Na segunda semana de cultivo os segmentos apicais do controle das duas 
variantes apresentam a maior taxa de crescimento (a variante verde cresceu 7,54 % dia -
1   e  a variante vermelha cresceu 8,99 % dia -1 ). Os segmentos apicais expostos à RUVB 
da variante vermelha apresentaram um aumento na taxa de crescimento em relação à 
primeira semana (4,56 % dia -1). Enquanto a variante verde exposta à RUVB apresentou 
um decréscimo na taxa de crescimento (2,22 % dia -1).  
 
  A partir da terceira e quarta semana houve um decréscimo na taxa de 
crescimento dos segmentos apicais do controle nas duas variantes (variante verde 7,45 
% dia -1 para 5,45% dia -1 na quarta semana e a variante vermelha 7,38 % dia -1 para 3,81 
% dia -1).  
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 A variante verde exposta à RUVB na terceira semana apresentou crescimento de 
2,22 % dia -1 para 3,01 % dia -1. Contudo, a variante vermelha exposta à RUVB na 
segunda semana apresentou uma alta de taxa de crescimento (4,56 % dia -1) comparado 
com a variante verde. Na terceira semana esta variante apresentou uma despigmentação 
e uma necrose parcial dos ápices. Estes processos levaram a perda de massa fresca e 
uma diminuição da taxa de crescimento de 4,56 % dia -1 para 0,45 % dia -1. 
 Na quarta e última semana de cultivo, os segmentos expostos à RUVB 
apresentaram um aumento na taxa de crescimento diário (variante verde 3,94 % dia -1 e 
variante vermelha 1,42 % dia -1). 
A análise de variância-bifatorial das taxas de crescimento diário dos segmentos 
apicais das duas variantes pigmentares (verde e vermelha) K. alvarezii, calculadas a 
partir das massas frescas, apresentou diferenças significativas quando comparadas às 
taxas de crescimento do controle e os segmentos apicais expostos a RUVB (Tabelas 1 e 
2).  
 
Tabela 1: Análise da variância-bifatorial das taxas de crescimento do controle e do tratamento 
da variante verde de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. 
Valores apresentados em médias (n=32). Variáveis: (1) taxa de crescimento e (2) 
controle/tratamento e semanas. Negrito, efeito significativo ao nível de significância (p< 0,05).  
 
 
 
Tabela 2: Análise da variância-bifatorial das taxas de crescimento do controle e do tratamento 
da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von Stosch por quatro 
semanas. Valores apresentados em médias (n=32). Variáveis: (1) taxa de crescimento e (2) 
controle/tratamento e semanas. Negrito, efeito significativo ao nível de significância (p< 0,05).  
 
 
Efeito  Graus liberdade F p 
(1) 24 234,51 0,0000 
(2) 24 0,955 0,429 
(1) / (2) 24 11,29 0,000082 
Efeito  Graus liberdade F p 
(1) 24 158,42 0,0000 
(2) 24 36,49 0,0000 
(1) / (2) 24 15,98 0,000006 
  
41 
Quando detectadas diferenças significativas o teste a posteriori de Tukey foi 
utilizado para determinar as médias significativas com valores menores que 0,05. 
(Tabelas 3 e 4).  
 
Tabela 3: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes análise da variância-bifatorial das taxas de 
crescimento do controle e do tratamento da variante verde de Kappaphycus alvarezii cultivada 
em meio von Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=32). Negrito, 
efeito significativo ao nível de significância (p< 0,05).  
 
Efeito p 
Controle/tratamento 0,000152 
 
Tabela 4: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes análise da variância-bifatorial das taxas de 
crescimento do controle e do tratamento da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii 
cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=32). 
Negrito, efeito significativo ao nível de significância (p< 0,05).  
 
Efeito p 
Controle/tratamento 0,000152 
 
O teste a posteriori de Tukey aplicado para determinar as diferenças 
significativas das duas variantes pigmentares (verde e vermelha) K. alvarezii do 
controle e do tratamento foram a 0,000152 ao nível de significância.  
Entretanto, quando realizado o teste a posteriori de Tukey para comparar as 
quatro semanas de cultivo do controle e do tratamento, não há diferenças significativas 
para a variante verde. (Tabela 5).  
 
Tabela 5: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes análise da variância-bifatorial comparação 
das quatro semanas de cultivo das taxas de crescimento do controle e do tratamento da variante 
verde de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von Stosch. Valores apresentados em 
médias (n=32). Negrito, efeito significativo ao nível de significância (p< 0,05).  
  
 
Semanas 1 2 3 4 
1  0,988 0,546 0,996 
2 0,988  0,739 0,947 
3 0,546 0,739  0,417 
4 0,996 0,947 0,417  
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Por outro lado, na variante vermelha há diferenças significativas ao longo das 
quatro semanas de cultivo (Tabela 6). 
 
Tabela 6: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes análise da variância-bifatorial comparação 
das quatro semanas de cultivo das taxas de crescimento do controle e do tratamento da variante 
vermelha de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von Stosch. Valores apresentados em 
médias (n=32). Negrito, efeito significativo ao nível de significância (p< 0,05).  
  
 
3.2 Efeito da radiação nos pigmentos fotossintetizantes nos segmentos 
apicais dos expostos a RUVB das duas variantes pigmentares (verde e 
vermelha) de K.alvarezii  
 
A RUVB promoveu diferenças nas concentrações de todos os pigmentos 
fotossintetizantes analisados (Cl.a, AFC, FC e FE) como também nas razões entre os 
pigmentos.  
Os segmentos apicais dos indivíduos controle e dos expostos à RUVB das duas 
variantes pigmentares de K. alvarezii apresentaram alterações na concentração de Cl.a. 
Nas duas variantes foi observada maior concentração de Cl.a nos segmentos apicais 
expostos à RUVB, em comparação com os segmentos apicais do controle que foram 
cultivados somente com PAR.  
As amostras dos indivíduos da variante verde do controle apresentaram 
concentração de Cl.a de 0,094 µg/g de massa fresca, enquanto os expostos à RUVB 
evidenciaram um teor médio superior de Cl.a, i.e., 0,102 µg/g de massa fresca. 
Entretanto, a variante vermelha apresentou a menor concentração de Cl.a comparada à 
variante verde. O controle evidenciou a concentração de 0,071 µg/g de massa fresca e 
os segmentos expostos à RUVB 0,085 µg/g de massa fresca (Tabelas 7 e 8). 
 
Semanas 1 2 3 4 
1  0,000246 0,75334 0,000359 
2 0,000246  0,000174 0,000161 
3 0,75334 0,000174  0,000270 
4 0,000359 0,000161 0,000270  
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Tabela 7: Médias da concentração e erro padrão de Cl. a (µg/g massa fresca ± EP) da variante 
pigmentar verde de Kappaphycus alvarezii exposta à RUVB. Valores apresentados em médias 
(n=4). 
 
 
Tabela 8: Médias da concentração e erro padrão de Cl. a (µg/g massa fresca) da variante 
pigmentar vermelha de Kappaphycus alvarezii exposta a RUVB. Valores apresentados em 
médias (n=4). 
 
 
A análise de variância unifatorial da concentração de Cl. a da variante verde de 
K. alvarezii não indicou diferenças significativas para os valores de concentração de 
Cl.a do controle e segmentos apicais expostos à RUVB (Tabela 9). Entretanto, a 
variante vermelha apresentou diferenças significativas quando comparada à 
concentração de Cl. a do controle e dos segmentos apicais expostos à RUVB (Tabela 
10). A partir das diferenças significativas detectadas (ANOVA), foi utilizado o teste a 
posteriori de Tukey para determinar as médias significativamente discrepantes (p<0,05, 
Tabela 11).  
 
Tabela 9: Análise da variância unifatorial da concentração de Cl. a dos tratamentos controle e 
de exposição à RUVB da variante verde de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von 
Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo 
ao nível de significância (p< 0,05).  
 
 
Tabela 10: Análise da variância unifatorial da concentração de Cl. a dos tratamentos controle e 
de exposição à RUVB da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von 
Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo 
ao nível de significância (p< 0,05).  
 
Tratamento   Cl. a (µg/g massa fresca ± EP)  
Controle  
 
0,093± 0,006 
Exposto a RUVB  
 
0,102± 0,001 
Tratamento   Cl. a (µg/g massa fresca ± EP)  
Controle  
 
0,071± 0,003 
Exposto a RUVB  
 
0,085± 0,002 
Efeito  Graus liberdade F p 
Clorofila a 6 1,75 0,233 
Efeito  Graus liberdade F p 
Clorofila a 6 10,04 0,019 
  
44 
 
Tabela 11: Teste a posteriori do tipo Tukey referente à análise da variância unifatorial da 
concentração de Cl. a dos indivíduos controle e expostos à RUVB, da variante vermelha de 
Kappaphycus alvarezii cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores apresentados 
em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao nível de significância (p< 0,05). 
 
Efeito p 
Clorofila a 0,0195 
 
Para a variante verde de K. alvarezii os segmentos do controle apresentaram 
concentrações de ficobiliproteínas superiores (0,111 µg/g de massa fresca) ao observado 
para as amostras de segmentos expostos à RUVB (0,034 µg/g de massa fresca). A FC 
apresentou uma grande redução na sua concentração, i.e., 0,060 µg/g de massa fresca no 
controle, para 0,006 µg/g de massa fresca nos expostos à RUVB.  No entanto, a FE foi a 
ficobiliproteína em maior concentração no controle da variante verde (0,126 µg/g de 
massa fresca), enquanto os indivíduos  exposto à RUVB apresentaram teores inferiores 
(0,047 µg/g de massa fresca - Tabelas 12, 13 e 14). 
 
Tabela 12: Médias da concentração e erro padrão de AFC (µg/g massa fresca ± EP) da variante 
pigmentar verde de Kappaphycus alvarezii exposta à RUVB. Valores apresentados em médias 
(n=4). 
 
 
Tabela 13: Médias da concentração e erro padrão de FC (µg/g massa fresca ± EP) da variante 
pigmentar verde de Kappaphycus alvarezii exposta à RUVB. Valores apresentados em médias 
(n=4). 
 
 
Tabela 14: Médias da concentração e erro padrão de FE (µg/g massa fresca ± EP) da variante 
pigmentar verde de Kappaphycus alvarezii exposta à RUVB. Valores apresentados em médias 
(n=4). 
Tratamento   AFC (µg/g massa fresca ± EP) 
Controle  
 
0,111± 0,0004 
Exposto a RUVB  
 
0,034± 0,0002 
Tratamento   FC (µg/g massa fresca ± EP) 
Controle  
 
0,060± 0,0004 
Exposto a RUVB  
 
0,006± 0,0002 
Tratamento   FE (µg/g massa fresca ± EP) 
Controle  
 
0,126± 0,0004 
Exposto a RUVB  
 
0,047± 0,0002 
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A variante vermelha também apresentou concentrações superiores de 
ficobiliproteínas nos segmentos do controle, quando comparados às amostras expostas à 
RUVB. As concentrações de AFC foram 0,226 µg/g de massa fresca no controle e de 
0,180 µg/g de massa fresca do exposto à RUVB. Já a concentração de FC foi de 0,090 
µg/g de massa fresca no controle e de 0,040 µg/g de massa fresca no tratamento exposto 
à RUVB. Por sua vez, a FE mostrou ser a fração de maior concentração dentre as três 
ficobiliproteínas em análise, alcançando valores médios de 0,262 µg/g de massa fresca 
do controle e 0,192 µg/g de massa fresca nos exposto a RUVB, (Tabelas 15, 16 e 17). 
 
Tabela 15: Médias da concentração e erro padrão de AFC (µg/g massa fresca ± EP) da variante 
pigmentar vermelha de Kappaphycus alvarezii exposta à RUVB. Valores apresentados em 
médias (n=4). 
 
 
Tabela 16: Médias da concentração e erro padrão FC (µg/g massa fresca ± EP) da variante 
pigmentar vermelha de Kappaphycus alvarezii exposta à RUVB. Valores apresentados em 
médias (n=4). 
 
 
Tabela 17: Médias da concentração e erro padrão de FE (µg/g massa fresca ± EP) da variante 
pigmentar vermelha de Kappaphycus alvarezii exposta à RUVB. Valores apresentados em 
médias. Valores apresentados em médias (n=4). 
 
As três ficobiliproteínas da variante verde apresentaram diferenças significativas 
quando comparadas à concentração do controle e dos segmentos apicais expostos à 
RUVB (Tabelas 18, 19 e 20).  
 
Tratamento   AFC (µg/g massa fresca ± EP) 
Controle  
 
0,226± 0,0004 
Exposto a RUVB  
 
0,180± 0,002 
Tratamento   FC (µg/g massa fresca ± EP) 
Controle  
 
0,090±0,0002 
Exposto a RUVB  
 
0,040±0,0002 
Tratamento   FE (µg/g massa fresca ± EP) 
Controle  
 
0,262±0,0005 
Exposto a RUVB  
 
0,192±0,0005 
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Tabela 18: Análise da variância unifatorial da concentração de AFC dos indivíduos controle e 
expostos à RUVB da variante verde de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch 
por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao 
nível de significância (p< 0,05).  
 
 
Tabela 19: Análise da variância unifatorial da concentração de FC dos indivíduos controle e 
expostos à RUVB da variante verde de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch 
por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao 
nível de significância (p< 0,05).  
 
 
Tabela 20: Análise da variância unifatorial da concentração de FE dos indivíduos controle e 
expostos à RUVB da variante verde de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch 
por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao 
nível de significância (p< 0,05).  
 
 
A partir das diferenças significativas detectadas (ANOVA) foi utilizado o teste a 
posteriori de Tukey para determinar as médias significativas (p<0,05, Tabelas 19, 21 e 
23).  
 
Tabela 21: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes análise da variância unifatorial da 
concentração de AFC dos indivíduos controle e expostos à RUVB da variante verde de 
Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores 
apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao nível de significância (p< 0,05). 
 
Efeito p 
Aloficocianina 0,000235 
 
Tabela 22: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes análise da variância unifatorial da 
concentração de FC dos indivíduos controle e expostos à RUVB da variante verde de 
Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores 
apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao nível de significância (p< 0,05). 
 
Efeito p 
Ficocianina 0,000235 
Efeito  Graus liberdade F p 
Aloficocianina 6 19.096 0,0000 
Efeito  Graus liberdade F p 
Ficocianina 6 17.496 0,0000 
Efeito  Graus liberdade F p 
Ficoeretrina 6 43.611 0,0000 
  
47 
 
Tabela 23: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes análise da variância unifatorial da 
concentração de AFC dos indivíduos controle e expostos à RUVB da variante verde de 
Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores 
apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao nível de significância (p< 0,05). 
 
Efeito p 
Ficoeretrina 0,000235 
 
Na variante vermelha de K. alvarezii a concentração de ficobiliproteína foi 
superior à concentração encontrada na variante verde. Entretanto, a variante verde 
apresentou uma concentração de Cl. a superior à concentração encontrada na variante 
vermelha. Esta diferença na concentração dos pigmentos fotossintetizantes pode 
justificar as duas diferentes tonalidades entre as duas variantes pigmentares de K. 
alvarezii.  
A análise de variância unifatorial da concentração das ficobiliproteínas da 
variante vermelha revelou diferenças significativas para os tratamentos controle e de 
exposição à RUVB (Tabelas 24, 25 e 26).  
 
Tabela 24: Análise da variância unifatorial da concentração de AFC dos indivíduos controle e 
expostos à RUVB da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von 
Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo 
ao nível de significância (p< 0,05).  
 
 
Tabela 25: Análise da variância unifatorial da concentração de FC dos indivíduos controle e 
expostos à RUVB da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von 
Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo 
ao nível de significância (p< 0,05).  
 
 
Efeito  Graus liberdade F p 
Aloficocianina 6 366.58 0,00001 
Efeito  Graus liberdade F p 
Ficocianina 6 15.000 0,0000 
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Tabela 26: Análise da variância unifatorial da concentração de FE dos indivíduos controle e 
expostos à RUVB da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von 
Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo 
ao nível de significância (p< 0,05).  
 
A partir destas diferenças, foi utilizado o teste a posteriori de Tukey para 
determinar as médias significativas com valores menores que 0,05 (Tabelas 27, 28 e 
29).  
 
Tabela 27: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes análise da variância unifatorial da 
concentração de AFC dos indivíduos controle e expostos à RUVB da variante vermelha de 
Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores 
apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao nível de significância (p< 0,05). 
 
Efeito p 
Aloficocianina 0,000235 
 
Tabela 28: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes análise da variância unifatorial da 
concentração de FC dos indivíduos controle e expostos à RUVB da variante vermelha de 
Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores 
apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao nível de significância (p< 0,05). 
 
Efeito p 
Ficocianina 0,000235 
 
Tabela 29: Teste a posteriori do tipo Tukey referentes análise da variância unifatorial da 
concentração de FE dos indivíduos controle e expostos à RUVB da variante vermelha de 
Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch por quatro semanas. Valores 
apresentados em médias (n=4). Negrito, efeito significativo ao nível de significância (p< 0,05). 
 
Efeito p 
Ficoeretrina 0,000235 
 
As concentrações das ficobiliproteínas decresceram com a exposição à RUVB, 
tanto para a variante verde quanto para a variante vermelha de K. alvarezii. A variante 
vermelha apresentou maiores concentrações destes pigmentos, comparativamente à 
variante verde. A FE foi à ficobiliproteína encontrada em maior concentração nas duas 
variantes de K. alvarezii, independente do tratamento de radiação utilizado. 
Efeito  Graus liberdade F p 
Ficoeretrina 6 7350 0,0000 
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Nas figuras 8 e 9 estão representadas as concentrações dos pigmentos 
fotossintetizantes da variante verde e da variante vermelha de K. alvarezii. 
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Figura 8: Médias das concentrações dos pigmentos fotossintetizantes (Cl.a , AFC, FC e FE - 
µg/g massa fresca) da variante verde de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von Stosch 
por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). As barras verticais representam o 
cálculo do erro padrão. As letras distintas e minúsculas significam as diferenças entre o controle 
e exposto a RUVB, segundo o teste a posteriori de Tukey. 
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Figura 9: Médias das concentrações dos pigmentos fotossintetizantes (Cl.a , AFC, FC e FE- 
µg/g massa fresca) da variante vermelha de Kappaphycus alvarezii, cultivada em meio von 
Stosch por quatro semanas. Valores apresentados em médias (n=4). As barras verticais 
representam o cálculo do erro padrão. As letras distintas e minúsculas significam as diferenças 
entre o controle e exposto a RUVB, segundo o teste a posteriori de Tukey. 
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Para a variante verde de K. alvarezii, a razão entre os pigmentos (FE/Cl.a , 
AFC/Cl.a , FC/Cl.a  e FC/AFC) do controle e dos expostos à RUVB diminui. 
Entretanto, para a razão entre FE/AFC observou-se um aumento sutil. No entanto, a 
razão FE/FC aumentou significativamente (Tabela 30).  
 
Tabela 30: Razões entre os pigmentos (fotossintetizantes) da variante pigmentar verde de 
Kappaphycus alvarezii exposta à RUVB comparação com o controle. Valores apresentados em 
médias (n=4). 
 
Na variante vermelha de K. alvarezii a razão entre os pigmentos do controle e 
dos expostos à RUVB diminuiu (FE/Cl.a , AFC/Cl.a , FC/Cl.a, FE/AFC  e FC/AFC). 
Quanto à razão entre o pigmento FE/FC, houve também um aumento significativo 
(Tabelas 31).  
 
Tabela 31: Razões entre os pigmentos (fotossintetizantes) da variante pigmentar vermelha de 
Kappaphycus alvarezii exposta a RUVB comparação com o controle. Valores apresentados em 
médias (n=4). 
 
 
 
Tratamento FE/ Cl. a AFC/ Cl. a FC/ Cl. a FE/ AFC FE/ FC FC/ AFC 
Controle 3,69 3,18 1,27 1,16 2,9 0,40 
Exposto a RUVB 2,26 2,11 0,47 1,06 4,8 0,22 
Tratamento FE/ Cl. a AFC/ Cl. a FC/ Cl. a FE/ AFC FE/ FC FC/ AFC 
Controle 1,36 1,20 0,64 1,14 2,1 0,54 
Exposto a RUVB 0,46 0,33 0,06 1,38 7,8 0,17 
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IV. DISCUSSÃO  
 
4.1 Efeito da radiação no crescimento dos segmentos apicais expostos a 
RUVB de K. alvarezii  
 
A primeira semana de cultivo das duas variantes de K. alvarezii é um período de 
aclimação dos segmentos apicais expostos à RUVB, onde apresentaram uma baixa taxa 
de crescimento quando comparada com o controle. Estudos com Ulva expansa 
(Setchell) Setchell & N.L. Gardner e U. rigida C. Agardh mostraram que as taxas de 
crescimento também diminuem na primeira semana de exposição à RUVB. Entretanto, 
quando o tratamento se prolonga por algumas semanas, estas diferenças são reduzidas 
ao longo do tempo (Grobe & Murphy, 1998; Altamiro et al., 2000). 
Aredução na taxa de crescimento, das duas variantes de K. alvarezii, observada 
nas primeiras semanas quando submetidas à RUVB pode ser o fator limitante do 
crescimento. Neste período as algas normalmente passam por um processo de 
aclimatação ao estresse sofrido pela incidência da radiação diária que tem como 
resultado a redução no crescimento e possivelmente podem estar desenvolvendo 
resistência à RUVB. Altos índices diários de RUVB ocasionam inibição da taxa de 
crescimento das algas (van de Poll et al., 2001). As algas desenvolvem a capacidade de 
tolerar a RUVB, com o aumento da idade e histórico de cada espécie, conforme foi 
observado nas espécies Laminaria digitata (Hudson) J.V. Lamouroux, L. hyperborea 
(Gunnerus) Foslie e L. saccharina (Linnaeus) J.V. Lamouroux (Dring et al., 1996) e por 
Haneld et al., 1997 na espécie L. saccharina.  
 Cada organismo apresenta uma sensibilidade e tolerância à radiação UVB, 
desenvolvendo a capacidade de prevenir e reparar danos induzidos (van de Poll et al., 
2001). Com o aumento da RUVB, as falhas dos mecanismos de proteção podem 
provocar alterações e desequilíbrios celulares (Bowler et al., 1992). Estes desequilíbrios 
levam a mudanças conformacionais nas moléculas de DNA, nos processos de 
transcrição, duplicação e tradução (Lao & Glazer, 1996; Buma et al., 2000), conduzindo 
a uma crescente mortalidade (Franklin & Forster 1997) e afetar o crescimento das 
macroalgas (Wood, 1987). 
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A diminuição na taxa de crescimento observado nas variantes de K. alvarezii 
pode estar relacionada à utilização de energia para ativação de mecanismos de 
aclimatação e reparos de danos induzidos pela radiação UVB como o observado em 
Emiliania huxleyi (Lohmann) W.H. Hay & H. Mohler (van de Poll et al., 2001). 
A radiação ultravioleta atua evolutivamente como uma pressão seletiva de 
mecanismos de proteção e/ou reparo contra estes danos possibilitando que as algas 
sobrevivam e se reproduzam (Karsten et al., 1998, Korbee-Peinado et al., 2004). 
 A variante vermelha conseguiu recuperar e aclimatar-se ao efeito que a RUVB 
ocasionou a diminuição na taxa de crescimento, por causa da despigmentação e necrose 
parcial na terceira semana, já que na quarta semana voltou a crescer.  
 Os resultados da taxa de crescimento das duas variantes pigmentares (verde e 
vermelha) de K. alvarezii, as quais mostram diminuição no crescimento quando 
submetidas à RUVB, corroboram com os estudos desenvolvidos com outras espécies de 
algas como o observado em Gracilaria conferta (Schousboe ex Montagne) Montagne 
(Freedlander & Bem-Amotz, 1991), com U. expansa (Grobe & Murphy, 1998) e com 
Delesseria sanguinea (Hudson) J.V. Lamouroux (Pang et al., 2001). Nas espécies 
Phyllophora pseudoceranoides (S.G. Gmelin) Newroth & A.R.A. Taylor, Rhodymenia 
pseudopalmata (J.V. Lamouroux) P.C. Silva, Phycodrys rubens (Linnaeus) Batters e 
Polyneura hilliae (Greville) Kylin também expostas a RUVB durante três horas diárias, 
como foram os experimentos com K. alvarezii, porém por 13 dias,  também 
demonstraram uma redução na taxa de  crescimento  (van de Poll et al., 2001).  
Esta redução do crescimento observado nas variantes verde e vermelha pode 
estar relacionada ao atraso no processo de divisão celular. Este atraso na divisão se deve 
a formação de dímeros de pirimidina como conseqüência tem-se a diminuição nas taxas 
de crescimento quando foram expostas à RUVB (Buma et al., 1995; van de Poll et al., 
2001). 
 Os efeitos danosos ocasionados pela RUVB diminuem nos organismos com o 
aumento do número de camada de células. As camadas mais externas seriam capazes de 
absorver uma maior parte de RUVB e com isto as camadas internas estariam protegidas 
(Sutherland, 1997). 
  As duas variantes do controle apresentaram decréscimo na taxa de crescimento 
no final do experimento. Esta redução deve estar relacionada à competição pelo espaço 
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e por nutrientes. Os segmentos apicais apresentam um aumento da primeira semana de 
cultivo para a segunda, mas este aumento da taxa de crescimento da terceira e quarta 
semana diminuí provavelmente porque os ápices apresentaram um tamanho maior e 
conseqüentemente necessidade nutricional superior.  
A variante verde do controle apresentou a maior taxa de crescimento 6,75% dia - 
1 
, quando comparado com a variante vermelha que cresceu 6,35% dia -1 a partir da 
média dos 28 dias de cultivo. A variante verde dos segmentos expostos à RUVB 
também apresentou a maior taxa de crescimento 3,0 % dia -1 enquanto que a variante 
vermelha cresceu 2,60 % dia -1. 
A variante verde de K. alvarezii apresentou a maior taxa de crescimento do 
controle e do exposto a RUVB, demonstrado uma melhor adaptação aos efeitos da 
RUVB, enquanto a variante vermelha de K. alvarezii apresentou a menor taxa de 
crescimento do controle e do exposto a RUVB, demonstrado uma maior sensibilidade 
aos efeitos da RUVB. Esta variante apresentou despigmentação e necrose parcial dos 
segmentos apicais expostos à RUVB. 
 Paula et al., (2001) cultivando as duas variantes K. alvarezii in vitro obteve uma 
taxa de crescimento baixa, em torno 2-5% dia -1. A variante verde cresceu 5,1% dia -1, a 
e a variante vermelha cresceu 4,0 % dia -1 cultivadas durante 28 dias (Erbert, 2001). 
As alterações morfológicas que ocorreram nos segmentos apicais das duas 
variantes pigmentares (verde e vermelha) de K. alvarezii podem ser decorrentes da 
sensibilidade das algas a RUVB induzindo as alterações morfológicas dos talos 
(Halldal, 1964). Efeitos na taxa de crescimento e alterações morfológicas produzidas 
pela RUVB, indicam alterações promovidas pela exposição à RUVB (Navarro, 2004). 
Apesar das alterações morfológicas terem sido observadas nas duas variantes 
pigmentares (verde e vermelha) de K. alvarezii.  Franklin & Forster (1997) as alterações 
morfológicas não são utilizadas com freqüência para determinar efeitos da RUVB em 
macroalgas.  
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4.2 Efeito da radiação nos pigmentos fotossintetizantes nos segmentos 
apicais dos expostos a RUVB de K.alvarezii  
 
A RUVB estimulou à síntese de clorofila a observada nas duas variantes 
pigmentares de K. alvarezii, comparativamente ao controle cultivado somente com 
PAR. Aguilera et al., (1999) propôs que a Cl. a é mais resistente a exposição à RUVB.  
As duas variantes pigmentares de K. alvarezii apresentaram um aumento da 
concentração de Cl.a quando expostas à RUVB deferindo dos resultados observados em 
Chondrus crispus Stackhouse, onde a radiação UV diminuiu a concentração de Cl.a 
(Aguirre-von Wobeser et al., 2000; Yakovleva & Titlyanov, 2001). Bischof et al., 
(2000) obtiveram o resultado semelhante em macroalgas vermelhas Palmaria palmata 
(Linnaeus) Kuntze e Phycodrys rubens (Linnaeus) Batters.  
Com a macroalga vermelha Eucheuma strictum F. Schmitz, exposta a RUVB, 
cultivada in vitro, detectou-se a diminuição na concentração de Cl. a, acompanhada pelo 
aumento na concentração de micosporinas (Wood, 1987).   
Um mecanismo físico-químico contra danos induzidos pela radiação UV é a 
biossíntese e acumulação de moléculas de proteção.  Entre as substâncias com potencial 
de proteção contra a radiação UV nos organismos aquáticos, estão os carotenóides, as 
ficobiliproteínas, os fenóis, as cumarinas e os aminoácidos tipo micosporina (MAAs) 
(Korbee-Peinado, et al., 2006). Entretanto, no material estudado, ocorreu uma redução 
das ficolibiproteínas quando as plantas foram expostas a RUVB.  
Uma das estratégias utilizadas pelas macroalgas para sobreviverem à exposição a 
altos níveis de radiação UV é a síntese e o acúmulo de compostos fotoprotetores, como 
os aminoácidos tipo micosporina e os carotenóides, que direta ou indiretamente 
absorvem a energia da radiação UV (Sommaruga, 2001; Sonntag et al., 2007). 
As concentrações das ficobiliproteínas diminuíram nas duas variantes 
pigmentares de K. alvarezii expostas à RUVB. As ficobiliproteínas estão situadas na 
parte externa dos tilacóides na estrutura denominada de ficobilissomos e desempenham 
uma fundamental função na transmissão da energia de excitação dos pigmentos mais 
externos para as moléculas de Cl. a do fotossistema II ( Zuber, 1986).  
Os três tipos de ficobiliproteínas a FE, a FC e AFC absorvem a energia solar 
transferindo em seqüência a partir FE, FC e AFC para o centro de reação do 
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fotossistema II, onde a Cl. a é excitada, estabelecendo o fluxo de elétrons (Gantt, 1981; 
Talarico, 1996).  
Nas algas vermelhas, a FE é relevante no processo de aclimatação, pois, está 
localizada mais externamente nos ficobilissomos (Talarico, 1996). Segundo Falkowski 
& La Roche (1991), o processo de aclimatação considera a capacidade de alteração na 
composição dos pigmentos que está relacionada com a quantidade e qualidade da luz 
disponível. Esta capacidade já foi observada nas cianobactérias e nas macroalgas 
(Nultsch & Agel, 1986; Grossman, 1990; Häder & Häder, 1991).  
Nas duas variantes pigmentares de K. alvarezii a FE foi à ficobiliproteína que 
sofreu maiores reduções de concentração, onde foi observado redução de 27% na 
variante vermelha e 68% na variante verde. A concentração de FE foi bem maior na 
variante vermelha onde se observou no controle 0,262 µg/g no material fresco quando 
comparada a variante verde que apresentou nos controle somente 0,126 µg/g material 
fresco. Esta concentração está diretamente relacionada com a coloração observada nas 
variantes. Por outro lado, a redução na concentração FE nas plantas sob RUVB foi bem 
maior na variante verde revelando uma maior sensibilidade destes pigmentos nesta 
variante.  A FE é o primeiro pigmento a ser afetado pela radiação UV, seguido pela FC, 
a AFC, os carotenóides e, por último, a Cl. a, que seria a mais resistente (Gerber & 
Hader, 1993; Sinha et al., 1995). Este padrão de destruição dos pigmentos nos 
cloroplastos foi observado em macroalgas vermelhas Porphyra umbilicalis (Linnaeus) 
Kützing e Ahnfeltiopsis concinna (J. Agardh) P.C. Silva & DeCew (Aguilera et al., 
1999; Beach et al., 2000). A estrutura química da FE possui a capacidade de estocar 
nitrogênio, níveis baixos deste pigmento podem significar menor disponibilidade desse 
elemento. Resultados semelhantes foram observados nos gêneros de cianobactérias 
Anabaena Bory de Saint-Vincent e Nostoc Vaucher ex Bornet & Flahault, onde a 
concentração de FE diminuiu quando exposta à RUV (Sinha et al., 1995).  
Em resposta à radiação solar elevada a degradação dos pigmentos ocorre 
naturalmente nas algas e está relacionada à diminuição nas taxas fotossintéticas 
(Figueroa et al., 1997).  Porém, estes pigmentos podem ser re-sintetizados no mesmo 
dia, como um processo auxiliar na fotoproteção de sistemas fotossintetizantes sob 
condições de alterações de irradiância de curta duração (Talarico, 1996).  
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Modificações nas concentrações de pigmentos foram também descritas para a 
macroalga Porphyra leucosticta Thuret in Le Jolis, onde a FE, a FC e a Cl. a 
mostraram-se reduzidas sob condições de exposição à radiação solar, podendo ser re-
sintetizadas ao longo do dia. A concentração de FE e de FC diminuiu no período de 
12:00h à 13:30h, quando os níveis de radiação são maiores. O processo de 
fotodestruição dos pigmentos ocorre naturalmente, afetando as taxa de crescimento 
(Figueroa et al., 1997). 
Estudos de Beach et al., (2000) com a macroalga vermelha Ahnfeltiopsis 
concinna exposta à radiação PAR+ UVA+ UVB, apontam que a FE é o pigmento mais 
rapidamente degradado, e o mais rapidamente re-sintetizado, quando comparado às 
demais ficobiliproteínas. Este mesmo processo poderia ter ocorrido nas duas variantes 
pigmentares de K. alvarezii, onde a FE foi degradada quando exposta à RUVB se 
ocorresse uma aclimatação pós exposição.  
As diferenças de concentrações das três ficobiliproteínas (AFC, FC e FE) 
observadas no presente estudo indicam uma expressão fenotípica clássica de adaptação 
ao estímulo do ambiente, i.e., radiação luminosa (Guimarães et al., 2003). Segundo 
Doty et al., (1987), a coloração verde da variante verde de K. alvarezii é resultado da 
baixa concentração de FE. Em estudo similar, Paula et al., (1998) demonstraram que a 
variante verde daquela espécie apresentou maior concentração de FC e AFC, enquanto a 
variante vermelha apresenta maior concentração de FE, em cultivo in vitro. Contudo, 
em relação à Cl.a, as concentrações foram semelhantes entre as variantes de K. 
alvarezii. A alta concentração de FC e AFC na variante verde mascara a expressão da 
cor vermelha característica das algas vermelhas.  
Em outro contexto, ressalta-se que as proteínas são importantes reservas de 
nitrogênio, de modo que a baixa concentração de FE e outras ficobiliproteínas têm sido 
apontadas como causa da baixa capacidade da variante verde estocar N2, 
comparativamente à variante vermelha (Dawes, 1992). O aumento na concentração de 
proteínas na variante verde foi avaliado pelo aumento na concentração de FC e AFC 
(Dawes, 1992). A redução na concentração das ficobiliproteínas nas duas variantes pode 
estar relacionada com a diminuição da absorção de nitrogênio, ou utilização das 
ficobiliproteínas para síntese de outras proteínas necessárias para metabolismo das 
algas.  
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O efeito da RUVB observado nas variantes pigmentares pode ser ocasionado 
pelo excesso de estimulação do fotossistema II. O excesso de energia absorvida pelos 
fotossistemas pode provocar alterações no aparato fotossintético (Holzinger et al., 
2004). Após 3h de exposição à RUVB, por 28 dias, esta exposição pode ter provocado 
uma fotooxidação e fotoinibição dos pigmentos fotossintetizantes e, consequentemente, 
uma diminuição da eficiência fotossintética e um decréscimo na taxa de crescimento. 
Entretanto, o estresse sofrido pelas plantas expostas à RUVB não levou a degradação da 
clorofila a, neste caso, pode-se sugerir que o aumento deste pigmento seja uma forma de 
adaptação a esta radiação. A variante verde do controle e dos expostos a RUVB 
apresentou maiores taxas de crescimento em relação a variante vermelha.  
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CAPÍTULO 3  
EFEITOS DA RADIAÇÃO ULTRAVIOLETA-B NA MORFOLOGIA E 
ORGANIZAÇÃO CELULAR DAS VARIANTES PIGMENTARES 
VERDE E VERMELHA DE KAPPAPHYCUS ALVAREZII (DOTY) 
DOTY EX P. SILVA (GIGARTINALES) 
  
 
 
I.INTRODUÇÃO 
 
Os altos níveis de radiação ultravioleta UVB podem ser danosos aos organismos 
marinhos, especialmente às algas bentônicas. Estas, ao contrário das espécies 
fitoplanctônicas, ficam expostas à radiação por períodos prolongados durante horas de 
maré baixa por estarem fixas e restritas ao seu local de crescimento. O risco da 
ocorrência de efeitos prejudiciais aumenta quando as algas recebem níveis elevados de 
radiação ultravioleta UVB nos meses de primavera-verão na Antártica e parte da 
América do Sul (Cabrera et al., 1995).  
 O impacto do aumento da radiação ultravioleta na superfície da Terra tendo sido 
investigado por vários grupos de pesquisadores, avaliando-se o efeito natural e artificial 
dessa radiação no crescimento nos demais aspectos fisiológicos dos organismos 
fotossintetizantes. Os efeitos danosos da radiação ultravioleta seriam causados 
principalmente pelos raios UVB. A radiação UVA, que atinge a superfície da Terra em 
quantidade comparativamente maior do que a UVB contribuiria para processos de 
reparo dos danos causados pela UVB (Britt, 1995).   
 O processo relacionado aos efeitos biológicos da radiação ultravioleta é iniciado 
com a absorção fotoquímica por parte de biomoléculas importantes. A energia contida 
num fóton é inversamente proporcional ao comprimento de onda, podendo ser suficiente 
para quebrar ligações químicas. Fótons altamente energéticos da faixa da radiação 
ultravioleta podem ser absorvidos por ácidos nucléicos, lipídios, aminoácidos, clorofilas 
e carotenóides (Diffey, 1991; Franklin & Forster 1997).  
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Existem muitos efeitos negativos da radiação ultravioleta nos organismos, 
particularmente quando absorvidos pelos ácidos nucléicos e proteínas, os quais podem 
ocasionar fotooxidação e mudanças conformacionais que resultam em várias alterações 
metabólicas vitais como a transcrição, duplicação de DNA e tradução (Lão & Glazer, 
1996; Buma et al., 2000). Além disso, a biologia e fisiologia celular também podem ser 
afetadas, conduzindo a crescente mortalidade (Franklin & Forster, 1997). A radiação 
ultravioleta no meio ambiente particularmente UVB, é a chave de muitos efeitos 
deletérios em processos biológicos (Worrest, 1982), como a fotossíntese e crescimento 
de plantas terrestres (Tevini & Teramura, 1989) e fitoplâncton (Lorenzen, 1979; Smith 
et al., 1980; Smith, 1992; Jokiel & York, 1984; Bühlmann et al., 1987), absorção de 
nitrato em diatomáceas (Döhler & Biermann, 1987), locomoção em protistas (Häder & 
Häder, 1988), crescimento e fotossíntese em culturas de zooxantelas (Jokiel & York, 
1982; Lesser & Shick, 1989), e crescimento de macroalgas (Wood, 1987). 
As proteínas que compõem o citoesqueleto das células de plantas são possíveis 
alvos da radiação ultravioleta. Dentre essas, a tubulina pode ser particularmente 
sensível, se apresentar um alto conteúdo de aminoácidos com cadeias aromáticas 
(Zaremba et al., 1984). Essas cadeias possuem uma forte absorção na banda dessa 
radiação (Hollósy, 2002). 
A fotossíntese é um dos processos potencialmente prejudicados depois da 
exposição à radiação ultravioleta UVB devido ao dano à proteína D1 (Vass, 1997) ou 
para a Rubisco (ribulose 1,5-bifostato carboxilase), ou perda de pigmentos (Bischof et 
al., 2000), como também a redução na expressão dos genes (Meindl & Lütz 1996; Lütz 
et al.,1997; Holzinger et al., 2004). 
Uma das estratégias utilizadas pelas macroalgas para sobreviverem à exposição 
a altos níveis de radiação UV é a síntese e o acúmulo de compostos fotoprotetores, 
como os aminoácidos tipo micosporina e os carotenóides, que direta ou indiretamente 
absorvem a energia da radiação UV (Sommaruga, 2001, Sonntag et al., 2007). 
Kappaphycus alvarezii possui grande interesse econômico devido à produção 
principalmente de carragenana kappa, um ficocolóide de grande diversidade de 
aplicações na indústria alimentícia (laticínios, gelatinas, espessantes) (Paula & Pereira, 
1998), na preparação de rações para animais domésticos e peixes (De Mario e 
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Ballestero, 2004), e como agentes inibidores do vírus HPV (Human Papillomavirus) 
(Buck et al., 2006).  
As carragenanas são polissacarídeos sulfatados lineares de alto peso molecular, 
extraídos das paredes celulares de várias espécies de Rhodophyta. A estrutura molecular 
está baseada nas seqüências dissacarídicas, repetições de β-D-galactopiranose ligados 
nas posições 1 e 3, e resíduos de  α-D-galactopiranose nas posições 1 e 4 (Piculell, 
1995). As carragenanas são extraídas abundantemente de algas pertencentes aos gêneros 
Gigartina  Stackhouse, Eucheuma J. Agardh, Kappaphycus e Hypnea, entre outros, as 
quais recebem, por este motivo à denominação carregenófitas (Lee, 1989). É encontrada 
principalmente em ambientes recifais da região Indo-Pacífico, do Leste da África até 
Guam, China, Japão e ilhas do Sudeste Asiático (Doty, 1987; Areces, 1995). 
No Brasil esta espécie foi introduzida em 1995 a partir de um ramo proveniente 
do USA Marine Institute University of Kochi, Japan. A linhagem é proveniente do 
cultivo experimental na Ilha de Shikohu, Japão e originária de cultivos comerciais das 
Filipinas. Foi propagada em cultura unialgal durante 10 meses no Laboratório de Algas 
Marinhas (USP) antes da transferência para o mar (Paula & Pereira, 1998). 
A espécie K. alvarezii possui diversos estudos no Brasil, destacando os que estão 
sendo realizados no estado de São Paulo, no estado do Rio de Janeiro e iniciando em 
Santa Catarina (Florianópolis).  
O presente trabalho teve como objetivo, conhecer os possíveis efeitos biológicos 
da RUVB na morfologia celular e ultraestrutural das variantes pigmentares (verde e 
vermelha) K. alvarezii.  
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II. MATERIAL E MÉTODOS  
  
 
2.1 Coleta e processamento do material biológico 
 
Os segmentos apicais das duas variantes pigmentares (verde e vermelha) de 
Kappaphycus alvarezii utilizados nos diferentes experimentos foram obtidos do banco 
de germoplasma do Laboratório de Algas Marinhas (LAMAR), e não foi necessária a 
aclimatação. 
 
2.2 Condições de cultivo 
 
A irradiância fotossinteticamente ativa ao dia foi de 704 kJ/m– 2 (Li-cor light 
meter 250, United States of America, USA). A temperatura foi de 24 º C (±2 °C) e o 
fotoperíodo de 12 horas, sendo que o período de luz iniciava às 8 horas da manhã, com 
aeração contínua. A água do mar utilizada foi esterilizada em banho Maria por 1 hora. 
Após seu completo resfriamento, essa água foi enriquecida com o meio von Stosch 
(Edwards, 1970).  
Os segmentos apicais com peso de aproximadamente 0,50g (± 0,05g), das duas 
variantes pigmentares (verde e vermelha) de K. alvarezii foram cultivados em béqueres 
de 250 mL no laboratório em câmara de cultivo  por um período de 4 semanas (28 dias), 
tanto o controle (sem radiação UVB, somente a radiação fotossinteticamente ativa 
(PAR) quanto o tratamento (com radiação UVB +PAR). O meio de cultivo foi de 
200mL água do mar esterilizada com 4% de meio von Stosch,  salinidade de 34 ups (±1 
ups) (unidade padrão de salinidade).  
A RUVB artificial foi fornecida pela lâmpada (Vilber Lourmat VL-6LM, Marne 
La Vallée, France), que emite o comprimento de onda de 312 nm e irradiância de 1,2 
kJ/m– 2 e possui acoplado um filtro para os demais comprimentos de onda. A exposição 
à radiação UVB foi de três horas por dia (iniciando ao 12:00 h e terminando as 15:00 h). 
Durante a exposição à aeração foi aumentada no tratamento e no controle para que os 
fragmentos movimentam-se de forma constante, de forma a expor todos os ramos. 
Sendo assim, todos os fragmentos receberam a mesma intensidade de radiação. Foi 
realizado um rodízio com béqueres aleatoriamente, para que todos os béqueres recebem 
  
73 
a mesma intensidade luminosa. Concomitante a RUVB receberam a radiação 
fotossinteticamente ativa (PAR), através das lâmpadas fluorescentes (Philips C-5 Super 
84 16W/840, Brasil). Estas lâmpadas fornecem a luz similar a natural.  
Durante os períodos de exposição, a câmara de cultivo contendo a lâmpada 
emissora de RUVB, foi isolada externamente com plásticos transparentes espessos de 
forma que a radiação ficasse restrita aos tratamentos. As plantas controle também foram 
submetidas às mesmas condições, exceto pela ausência da emissão da RUVB.  
Os meios de cultura foram renovados semanalmente. Foram utilizadas quatro 
repetições para cada espécime (n=4).  
 
2.3 Análise em microscópio de luz 
 
Os materiais expostos a RUVB e os controles das duas variantes (verde e 
vermelha) pigmentares de K.alvarezii foram processados para análises histoquímica e 
morfológica em microscopia de luz.  
 
2.3.1 Fixação 
 
As amostras foram fixadas em solução de paraformaldeído 2,5 % em tampão 
fosfato 0,2M, pH 7.2, durante 6 a 8 h, à temperatura de 4° C. Após a fixação, o material 
foi lavado em tampão fosfato, duas vezes, por 10 minutos em cada troca (Bouzon, 
1993). 
 
2.3.2 Desidratação 
 
A desidratação foi feita em uma série de soluções aquosas de etanol em 
concentrações crescentes (50%, 70%, 90% e 100%), com duas trocas de 15 minutos em 
cada concentração, à temperatura ambiente.  
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2.3.3 Pré-infiltração e infiltração 
 
A pré-infiltração das amostras foi realizada com uma mistura de 1:1 de etanol a 
100% e historesina glicolmetacrilato (GMA), durante 4 h, posteriormente o material foi 
infiltrado em resina pura por 24 h.  
 
2.3.4 Inclusão 
 
A inclusão foi realizada na mesma resina em histo-moldes com adição de 
polimerizador, à temperatura ambiente, por 2-3 h (Arnold et al., 1975, modificado).  
 
2.3.5 Preparo das secções 
 
As amostras foram seccionadas em micrótomo manual de parafina modelo Leica 
RM 2135, com navalhas de tungstênio. As secções com espessura de 4 µm foram 
distendidos em placa de Petri com água à temperatura ambiente, coletados com lâminas 
de vidro ou coletados nas lâminas sobre gotas de água destilada e secos a 37°C em placa 
quente por 30 minutos.  
 
2.4 Histoquímica 
 
Os materiais foram analisados e fotografados em microscópio Olympus com 
sistema de captura de imagem, câmara digital (Olympus Q-Color-3C América Ind.). Os 
materiais foram submetidos aos seguintes testes histoquímicos: 
 
2.4.1 Azul de toluidina (AT-O). Este corante foi utilizado para identificar 
polissacarídeos ácidos através da reação de metacromasia. As lâminas contendo as 
secções foram tratadas com solução aquosa de AT-O 0,5%, acidificada com HCl 1N 
para pH 3,0, por 30 segundos, lavadas em água destilada e secas ao ar (Gordon & 
McCandless, 1973; McCully, 1970). As lâminas foram montadas com bálsamo do 
Canadá. 
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2.4.2 Ácido Periódico de Schiff (PAS). Foi utilizado para identificar a 
presença de polissacarídeos neutros (amido e celulose). As secções foram oxidadas com 
solução aquosa de ácido periódico a 1% durante 30 minutos, lavados em água corrente e 
corados com reativo de Schiff por 30 minutos. Foram, então, lavados em água corrente, 
secos ao ar e montados com bálsamo do Canadá. Como controle da reação de PAS foi 
realizado a acetilação, passando-se as lâminas contendo os cortes em piridina pura e 
solução de piridina 60% mais anidrido acético 40% ou omitindo a oxidação pelo ácido 
periódico, e submetendo-as a coloração descrita acima (Gahan, 1984).  
 
2.4.3 Azul brilhante de Coomassie (CBB). Este teste foi utilizado para 
identificar a presença de proteínas totais. As lâminas contendo as secções foram coradas 
por 24 h em CBB 0,02 % diluído em solução etanólica acidificada de Clark, 
posteriormente foram lavadas na mesma solução, seguido de água destilada e secas ao 
ar (Gahan, 1984). Para controle as lâminas contendo as secções foram encubadas a 37° 
C numa solução de proteases e coradas como descrito acima.  As lâminas foram 
montadas com bálsamo do Canadá. 
  
2.4.4 Sudan Black- B (SB-B). Foi utilizado para identificar a presença de 
lipídios. As lâminas contendo as secções foram corados por 15 minutos em SB-B, 
posteriormente lavados em etanol 70 %, seguido de água destilada e secos a ar (Gahan, 
1984). As lâminas foram montadas com bálsamo do Canadá. 
 
2.5 Análise em microscópio eletrônico  
 
As amostras provenientes dos expostos a RUVB e os controles das duas 
variantes foram pré-fixadas em solução de glutaraldeído 2,5 %, sacarose 2%, tamponada 
com cacodilato 0,1 M (pH 7,2). A pré-fixação foi realizada em overnight na geladeira. 
A pré-fixação foi seguida por quatro lavagens (30 minutos cada lavagem) no mesmo 
tampão e sacarose. Depois das lavagens os espécimes foram pós-fixados em OsO4 
(tetróxido de ósmio) a 1% em tampão cacodilato 0,1M, pH 7,2 (1:1), durante 4 h à 
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temperatura ambiente (Pueschel, 1979; Bouzon et al., 2000).  
Posteriormente, o material foi lavado duas vezes em tampão cacodilato 0,1M, 
pH 7,2 (30 minutos cada lavagem) em seguida lavado em água destilada (30 minutos) e 
desidratado em uma série de soluções aquosas de concentrações crescentes de acetona 
(30%, 50%, 70%, 90% e 100%), sendo 30 minutos em cada etapa; na última série de 
acetona 100% trocada três vezes. Após a desidratação, o material foi infiltrado com 
resina Spurr (Spurr, 1969).  A infiltração foi realizada em 7 etapas, durante 4 dias em  
resina Spurr diluída em acetona nas seguintes proporções 1:3 por uma noite, 1:2 por 12 
horas, 1:1 por 12 horas, 1:2 por uma noite, 1:3 por 12 horas, seguida de resina pura por 
12 horas e por último resina pura por uma noite. O material foi polimerizado em moldes 
horizontais em estufa a 70° C por 24 h. As secções ultrafinas foram feitos com navalha 
de diamante e contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo de acordo com os 
procedimentos de Reynolds (1963). As amostras foram observadas e fotografadas em  
microscópio eletrônico de transmissão modelo Jeol (JEM)1011.   
 
2.5.1 Preparação para observações citoquímicas no MET 
 
O teste do ácido periódico-thiosemicarbazide-proteinato (TSC) de prata (teste de 
Thiéry) foi empregado para visualizar os polissacarídeos neutros. Será preparado de 
acordo com Hayat (1986, 1993). As secções ultrafinas foram realizadas com 
ultramicrotomo Power Tome XL, montadas sobre grades de ouro, oxidadas com ácido 
periódico a 1% em água destilada durante 20 minutos, lavadas com água destilada (três 
lavagens) e tratadas com thiosemicarbazide 1% por 5 minutos à temperatura ambiente. 
As secções foram lavadas em solução aquosa de ácido acético a 10% por 10 minutos, 
ácido acético a 5% por 5 minutos, ácido acético a 1% por 5 minutos e por último 
lavados duas vezes em água destilada por 5 minutos e finalmente incubados com 
proteinato de prata aquosa 1% por 30 minutos, no escuro, a 50° C. Os controles foram 
feitos substituindo a oxidação pelo ácido periódico por tratamento com H2O2 (Tripodi & 
De Masi, 1975). Ambos os expostos a RUVB e os controles foram observados no MET 
sem contrastação. 
 
III. RESULTADOS 
 
3.1 Morfologia celular dos segmentos apicais de K. alvarezii variantes 
pigmentares verde e vermelha  
 
Em secções transversais a  região cortical das duas variantes, apresentam de duas 
a três camadas de células corticais. Na primeira camada as células são alongadas, e 
apresentam a forma de taça, na segunda e terceira camadas as  células tornam-se 
esférica (Figs. 1 e 2).  
As células corticais são as menores células, medindo 4,3 µm a 8,6 µm de 
diâmetro e 5,2 µm a 8,6 µm de comprimento, sendo envolvidas por uma parede celular 
espessa.  As células corticais podem ser uninucleadas, binucleadas ou multinucleadas 
(Fig.2). 
 A comunicação entre as células corticais e entre estas e as células subcorticais 
se dá através das conexões intercelulares. 
As células subcorticais estão localizadas entre a região cortical e a região 
medular. Estas células são mais vacuolizadas quando comparadas com as células 
corticais. Seu tamanho aumenta em direção a região medular. Apresentam morfologia e 
tamanhos diferentes (10,5 µm a 13,4 µm de diâmetro e 9,6 µm a 20 µm de 
comprimento) quando comparadas células corticais. As paredes celulares são espessas 
com aspecto lenticulado (Fig. 3).  
 
3.2 Histoquímica 
 
3.2.1 Histoquímica dos segmentos apicais de K. alvarezii variantes 
pigmentares verde e vermelha  
 
As células das duas variantes reagiram metacromaticamente, de maneira 
semelhante, quando tratadas com AT-O especialmente nas paredes celulares indicando a 
presença de polissacarídeos ácidos (Figs. 1 e 2). O citoplasma reagiu levemente 
ortocromático. Nas células subcorticais com parede metacromáticas foi possível 
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observar as fibrilas distribuídas de forma concêntrica. O vacúolo apresentou 
granulações ácidas fortemente metacromáticas (Figs 3 e 4).  
Quando as secções foram submetidas à reação com o PAS, o citoplasma das 
células corticais, células subcorticais e parede celular reagiram positivamente. A reação 
ocorreu com os polissacarídeos neutros, especialmente nos numerosos grãos de amido 
das florídeas, a principal substância de reserva das algas vermelhas. A quantidade de 
grânulos de amido aumentou em direção das células subcorticais, uma distribuição 
heterogênea. Quando corados com PAS foi possível observar os pontos de conexão 
intercelular. Tanto nas células corticais quanto nas células corticais a parede celular 
mostrou uma reação levemente positiva ao PAS (Figs 5 e 6).   
As células corticais e subcorticais reagiam com o CBB marcando levemente 
todo o citoplasma onde está a maior concentração de material protéico, a reação foi 
mais intensa nos núcleos. Com esta coloração foi melhor observado  as conexões 
intercelulares entre as células corticais e as células subcorticais (Figs. 7 e 8).  
Com a utilização do corante SB-B ocorreu uma reação mais intensa na cutícula, 
indicando a presença de lipídios e mais leve na parede celular e no citoplasma. Foi 
também possível observar granulações positivas no vacúolo (Figs. 9 e 10).   
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3.2.1 Histoquímica dos segmentos apicais expostos a RUVB de K. alvarezii 
variantes pigmentares verde e vermelha  
 
As secções transversais das duas variantes de K. alvarezii exposta a RUVB 
quando coradas com AT-O mostraram as paredes celulares das células corticais e das 
células subcorticais metacromáticas e o citoplasma com reação foi ortocromática de 
forma semelhante ao observados nos controles (Figs. 11 e 12). Entretanto, quanto à 
morfologia, na região superior das células corticais mais periféricas da variante 
vermelha foi observada uma deposição em forma de um domo de parede celular (Fig. 
11). Por outro lado, na região cuticular da variante verde foi observado um 
espessamento semelhante à deposição de camadas de parede celular (Fig. 12). O 
citoplasma das células corticais e subcorticais é mais denso quando comparado às 
células do controle, onde também foram observadas granulações metacromáticas (Figs. 
11 e 12). 
Com a reação de PAS foi possível detectar uma redução na densidade de grãos 
de amido nas células corticais e nas células subcorticais das duas variantes quando 
comparadas com o observado nos controles. Porém, a reação PAS positiva foi mais 
intensa na parede celular das plantas tratadas com UVB (Figs. 13 e 14). 
O citoplasma das células corticais e das células subcorticais das duas variantes 
foi marcado uniformemente com o CBB, indicando uma distribuição homogênea de 
organelas ou estruturas ricas em proteínas (Fig. 15 e 16). Entretanto, a coloração foi 
mais intensa do que o observado com citoplasma das células dos controles. Com esta 
reação os núcleos tornaram-se também evidentes e é possível verificar as conexões 
intercelulares (Figs. 15 e 16). 
Utilizando o SB-B ocorre uma leve reação na cutícula, na parede celular e no 
citoplasma. É visível uma leve reação no vacúolo (Figs. 17 e 18).  
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3.3 Ultra-estrutura dos segmentos apicais dos controles e dos expostos a 
RUVB de K. alvarezii variantes pigmentares verde e vermelha  
 
3.3.1 Ultra-estrutura dos segmentos apicais do controle de K. alvarezii 
variantes pigmentares verde e vermelha  
 
A região cortical das duas variantes pigmentares de K. alvarezii é formada por 
duas a três camadas de células que apresentam forma alongada perpendicularmente a 
superfície. As células mais periféricas, quando observadas no microscópio eletrônico de 
transmissão, mostraram formato de taça, com uma espessa parede celular circundante 
(Figs. 19 - 21). Esta parede celular é constituída por microfibrilas concêntricas de 
celulose, com diferentes elétron-densidades, e estão embebidas em uma matriz amorfa 
elétron-transparente (Fig. 19). Esta matriz amorfa é constituída por polissacarídeos 
sulfatados, a carragenana. Este resultado corrobora com o observado na ML com a 
utilização do AT-O.  
As células corticais apresentam muitos cloroplastos, os quais ocupam grande 
parte do volume celular. Desta forma, poucas outras organelas estão presentes. 
Entretanto, também foi possível observar nestas células alguns dictiossomos, retículo 
endoplasmático rugoso, mitocôndrias e numerosos ribossomos livres.   
Os cloroplastos são alongados, capazes de ajustar-se a morfologia celular. 
Possuem dupla membrana, internamente ocorre um tilacóide periférico que envolve os 
demais tilacóides distribuídos de forma paralela, individualizados, não formam pilhas. 
Esta organização é típica das algas vermelhas. Entre os tilacóides dos cloroplastos das 
células corticais foram observados numerosos glóbulos elétron-densos, os 
plastoglóbulos, osmiofílicos. Também foi observada uma região fibrilar entre os 
tilacóides que corresponde ao genóforo.  O estroma plastidial é denso com alguns 
ribossomos livres (Figs. 22 e 23).  
O principal composto de reserva das algas vermelhas é o amido das florídeas 
armazenado no citoplasma e não nos cloroplastos. As células corticais possuem 
numerosos grãos de amido com tamanhos variáveis, distribuídos por todo o citoplasma 
(Figs. 19 e 20). Alguns grãos de amido estão dispostos na região perinuclear. Os grãos 
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perinucleares podem apresentar tamanhos variados. Foi observado grãos de amido 
jovens com tamanho entre 0,2 a 2,0µm de diâmetro. Quando jovens estes apresentam a 
região central granular elétron-densa (Figs. 24 e 25).  
 As células corticais são binucleadas, porém em secções longitudinais destas, 
quando observadas no MET, somente um núcleo foi visualizado por célula. Os núcleos 
são grandes com 1,5-3,0 µm de diâmetro, cromatina difusa e nucléolo bem 
desenvolvido (Figs. 25 e 26). 
As mitocôndrias foram observadas em associação com cloroplastos, próximas ao 
Rer e a dictiossomos. São esféricas a alongadas com 0,2-0,6 µm diâmetro, com cristas 
tubulares e podem apresentar grânulos elétron-densos na matriz mitocondrial (Figs. 27 e 
28).  
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Nas células corticais foram observados alguns dictiossomos próximos a 
mitocôndrias. Estes são formados por 4 a 6 cisternas que apresentavam as regiões distais 
dilatadas, aparentemente produzindo vesículas de secreção (Figs. 29 e 30). 
Os ribossomos são numerosos e aparecem livres no citosol ou associados às 
membranas do RE. O Rer ocorre principalmente na região periférica da célula, próximo 
a grãos de amidos, mitocôndrias e a cloroplastos. Os retículos endoplasmáticos 
granulosos são constituídos de um sistema de membranas, onde estão aderidos os 
ribossomos. São visíveis também os grânulos de polirribossomos no citoplasma (Figs. 
30 e 31).   
As células corticais encontram-se interligadas entre si e entre as células 
subcorticais através das conexões intercelulares. Estas conexões são preenchidas por 
material elétron-denso, levemente granular. Este tampão é revestido por duas 
membranas circundantes (Figs. 32 e 33). O tampão é constituído por proteínas que 
preenchem o canal existente entre as células filhas, resultante da citocinese parcial, 
conhecido na literatura inglesa como “pit plug”. 
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Como o observado na ML as células subcorticais das duas variantes 
pigmentares, quando cortadas transversalmente, são arredondadas, circundadas por uma 
espessa parede celular. Estas são mais vacuolizadas quando comparadas com as células 
corticais, possuindo grandes vacúolos de tamanhos variados (Figs. 34 e 35). Porém, em 
cortes longitudinais são alongadas, ricas em grãos de amido (Fig. 36). As células 
subcorticais possuem grandes e numerosos grãos de amido distribuídos por todo o 
citoplasma. Alguns grãos de amido estão localizados próximos ao núcleo (Fig. 37). Os 
núcleos destas células são grandes com tamanhos com 1,5-2,0 µm de diâmetro e, 
cromatina difusa. 
O citoplasma parietal é preenchido por grandes e alongados cloroplastos, que se 
adaptam a morfologia celular. Entre os tilacóides dos cloroplastos foram observados 
numerosos glóbulos elétron-densos, os plastoglóbulos, osmiofílicos (Figs. 34 e 35). 
Alguns ribossomos livres foram observados no estroma plastidial (Figs. 39 e 40) 
Também foi observada uma região fibrilar entre os tilacóides que corresponde ao 
genóforo (Fig. 40).   
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Quando tratadas com TSC, as células corticais e as células subcorticais 
mostraram sítios citoplasmáticos de reações positivas. Esta reação ocorreu 
principalmente nos grãos de amido, onde observou-se um intenso depósito de prata, 
com grânulos elétron-densos espalhados no citoplasma (Figs. 41- 46). 
Também foi observada uma reação fracamente positiva nas microfibrilas 
concêntricas da parede celular. Nos cloroplastos está reação foi visualizada com uma 
fina granulação no estroma plastidial e nos grânulos elétron-densos nos plastoglóbulos 
(Figs.47 e 48). Estes depósitos indicam a presença de grupos 1,2 glicol típico de 
polissacarídeos neutros.  
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3.3.2 Ultra-estrutura dos segmentos apicais expostos a RUVB de 
K.alvarezii variantes pigmentares verde e vermelha  
 
No MET foi possível observar alterações ultraestruturais nas duas variantes 
pigmentares exposta a RUVB. Ocorreu o aumento da espessura da parede celular das 
primeiras células corticais, com o aumento no número de microfibrilas concêntricas. As 
microfibrilas de parede celular aparecem menos evidentes (Figs. 49 -51). As primeiras 
células corticais perdem o formato de taça e adquirindo um contorno irregular (Figs. 50 
e 51). Como observado na ML, com a coloração de CBB, o citoplasma tanto das células 
corticais quanto das células subcorticais tornou-se mais elétron-denso devido a há uma 
compactação das estruturas celulares (Figs. 50 -52). 
Na maioria das células superficiais ocorreu a uma expansão em forma de domo 
da região apical, esta elevação é constituída por camadas sucessivas de microfibrilas 
embebidas em uma matriz elétron transparente (Fig. 53).  
Nas duas variantes foi possível verificar a presença de corpos membranosos, 
onde as membranas estão distribuídas de forma concêntrica. Estas estruturas foram 
observadas espalhadas no citoplasma das células corticais e nas células subcorticais 
(Figs. 54 -57).  
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Quando submetidas à RUVB, nas células corticais e nas células subcorticais das 
duas variantes pigmentares, as organelas que mais sofreram alterações morfológicas 
foram os cloroplastos. Estes são numerosos, porém, com alterações caracterizadas 
principalmente por uma desorganização dos tilacóides. Os níveis de alterações são 
variáveis, alguns cloroplastos aparecem com poucos tilacóides (Figs. 58 -65) outros 
perdem totalmente os tilacóides (Figs. 60 e 61). A maioria mostrou uma morfologia 
irregular, perdendo o aspecto alongado observado nas células dos controles. Também 
foi possível observar corpos membranosos formados por membranas concêntricas no 
interior dos cloroplastos. (Figs. 62 e 63). Nos cloroplastos o número de plastoglóbulos 
aumenta, porém há uma diminuição no número de grãos de amido (Figs. 60 e 62).  
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Os núcleos das células corticais e subcorticais das duas variantes não 
aparentemente não sofreram alterações quando submetidos à RUVB (Fig. 66). 
Entretanto foi observado um aumento no número de ribossomos livres no citoplasma 
(Fig. 67). As mitocôndrias e os dictiossomos não também apresentaram alterações 
ultraestruturais após exposição à RUVB (Figs. 68-71). Porém, o número de 
mitocôndrias foi maior do que o observado nos controles e nas mesmas são visíveis 
grânulos elétron-densos na matriz mitocondrial (Fig. 69).   
A associação entre Rer, mitocôndrias e dictiossomos também foi observado nas 
células submetidas à RUVB. Porém, os cloroplastos estavam ausentes aparecendo 
somente corpos membranosos (Fig. 71) As estruturas de conexões intercelulares 
característico das algas vermelhas apresentaram as membranas levemente mais espessas 
e onduladas quando comparadas às conexões entre as células das plantas controle (Figs. 
72-73).  
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Quando as células foram submetidas ao TSC, onde se verifica um menor número 
de deposição de prata, evidenciando uma menor concentração de grãos de amido nas 
células expostas à RUVB. Nos cloroplastos os plastoglóbulos reagiram positivamente a 
esta reação (Fig. 74). Os grãos de amido reagiram de forma semelhante ao observados 
nos controles (Figs. 75 e 76) As paredes celulares também reagiram positivamente ao 
TSC mostrando uma leve marcação nas microfibrilas (Fig. 77). 
 
 
  
99 
IV. DISCUSSÃO  
 
A parede celular das células das duas variantes pigmentares de Kappaphycus 
alvarezii do controle e dos expostos a RUVB reagiram metacromaticamente ao AT-O, 
indicando a de polissacarídeos ácidos, a carragenana. Estes resultados estão de acordo 
com os estudos em Hypnea musciformis (Wulfen) J.V. Lamouroux que também é 
espécie que apresenta carragenana na parede celular (Ramarão, 1970; Saito & Oliveira, 
1990 e Bouzon, 2006) em Chondrus crispus Stackhouse  (Gordon & Mc Candless, 
1973), Chondria tenuissima C. Agardh  (Tsekos, 1985). A coloração violácea 
metacromática com AT-O é produzido por polissacarídeos com grupo carboxil e 
sulfatados se corados com pH 4,4; em pH com valor igual ou menor que 1,0 somente os 
grupos sulfatos têm carga elétrica e resultam em metacromasia (McCully, 1968). As 
carragenanas presentes na parede celular de K. alvarezii são ricas em grupamentos 
sulfatados que são ionizados, daí então pode se esperar uma reação mais intensa na 
parede celular das duas variantes pigmentares de K. alvarezii tanto do controle e como 
dos expostos a RUVB. Está interpretação baseia-se na suposição de que a configuração 
terciária de cada polímero expõe os poliânions sulfatados, formando uma grande 
quantidade de complexos com o AT-O (Gordon & Mc Candless, 1973). Com a 
exposição à RUVB não foi possível identificar diferenças nas reações metacromáticas 
das paredes celulares dos tratados quando comparadas aos controles. 
Granulações metacromáticas foram observadas no citoplasma das células 
corticais e das células subcorticais das plantas controle e das tratadas. Os vacúolos 
apresentam reservas de polissacarídeos complexos, pois reagiram metacromaticamente 
com AT-O, indicando a presença de grupamentos sulfatados. Estas granulações 
poderiam ser locais de acúmulo de material que posteriormente seria incorporado à 
parede celular.    
A parede celular das algas é formada por dois componentes: 1. o componente 
fibroso que forma o esqueleto da parede e 2. o componente amorfo que forma a matriz 
que embebe a porção fibrosa (Lee, 1989). Nas células das algas os polissacarídeos são 
os principais componentes estruturais da parede celular, também podendo desempenhar 
o importante papel de reserva citoplasmática na forma de grãos de amido (Bouzon, 
2006). Nas células corticais e especialmente subcorticais dos controles foram 
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observados numerosos grãos de amido. A concentração destes grãos indicou que as 
reservas fotossintéticas são concentradas nas células subcorticais. Por outro lado, 
quando submetidas às RUVB ocorreu um redução na presença de grãos de amido. A 
reação de PAS é utilizada para identificar polissacarídeos neutros porque necessita da 
presença de grupos 1,2 glicol que são oxidados para aldeídos pelo ácido periódico 
(Trick & Pueschel, 1990). Os grupos aldeídos ocorrem em abundância em 
polissacarídeos neutros como, por exemplo, os constituintes dos grãos de amido das 
florídeas, conforme estabelecido por Gordon & McCandless (1973) em C. crispus, La 
Claire & Dawes (1976) em Eucheuma nudum J. Agardh, Young (1979) em 
Antithamnion defectum Kylin, Pueschel (1979) em Palmaria palmata (L.) Kuntze, H. 
musciformis Bouzon, 2006.  A intensa reação das células com o PAS dá um aspecto 
granular às células submetidas a esta reação. 
Como a reação com PAS cora os grupamentos livres hidroxil vizinhos, a 
coloração da parede celular ocorreu provavelmente pela presença de celulose. A parede 
celular das células corticais e das células subcorticais das duas variantes de K. alvarezii 
do controle mostraram uma leve reação positiva, porém, a reação foi mais intensa nas 
paredes celulares das plantas expostos a RUVB, indicando uma maior deposição de 
polissacarídeos neutros, possivelmente a celulose. 
O teste de Thiéry (1967) também é baseado na reação de PAS, onde os grupos 
1,2 glicol são convertidos em dialdeídos por um agente oxidante, como o ácido 
periódico. O thiosemicarbazida (TSC) reage com estes grupos, e seus radicais thio são 
revelados no MET pelos depósitos de proteinato de prata (Tripodi & De Mais, 1975). A 
reação positiva observada no estroma plastidial dos cloroplastos submetidos a este teste, 
pode ser interpretada como sítios de produção de fotossintetizados que posteriormente 
seriam transferidos para o citoplasma e polimerizados na forma de grãos de amido das 
florídeas. Em todas as células analisadas das duas variantes de K. alvarezii os maiores 
depósitos de proteínato de prata foram observados nos grãos de amido.  
A parede celular é definida como sendo constituída por um esqueleto fibrilar 
mergulhado numa matriz amorfa. As duas variantes pigmentares de K. alvarezii do 
controle quando analisadas no MET mostraram uma textura microfibrilar, com 
microfibrilas concêntricas estruturadas em camadas de diferentes graus de compactação.   
A produção dos componentes fibrilares da parede celular é similar em muitas algas 
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vermelhas, e parece ser originada dos grandes vacúolos fibrosos, retículo 
endoplasmático e, posteriormente, pela adição de vesículas derivadas dos dictiossomos 
(Bouzon, 1999).       
O aumento na espessura da parede celular das duas variantes de K. alvarezii 
exposta a RUVB, pode ser interpretado como um mecanismo de defesa contra a 
exposição à radiação ultravioleta. Também foi observado nas células da macroalga 
vermelha Audouinella savina (F.S. Collins) Woelkerling exposta à radiação, onde 
ocorreu o aumento da espessura e do número de microfibrilas,estas alterações podem 
indicar um mecanismo de defesa contra a radiação onde as algas aumentariam a 
espessura das paredes celulares (Talarico, 1996). 
As proteínas são os principais constituintes das organelas celulares e estão 
presentes no citoplasma, como moléculas envolvidas em diversas rotas metabólicas 
(Bouzon, 1999).  As proteínas são sintetizadas provavelmente no citoplasma, em 
ribossomos livres, ou provenientes de pequenas vesículas derivadas do Rer. O azul 
brilhante de Coomassie foi proposto como corante quantitativo para as proteínas totais 
em células de plantas (Cawood et al., 1978; Gahan, 1984). Com este método as 
proteínas não foram detectadas na parede celular, entretanto, são encontradas no 
citoplasma das células corticais e subcorticais dos controles. Quando coradas com CBB, 
para detecção de proteínas, a maioria das células corticais e subcorticais das duas 
variantes pigmentares de K. alvarezii do controle e dos expostos a RUVB exibiram uma 
forte reação no núcleo onde ficam concentradas as organelas celulares. O restante do 
citoplasma reagiu com uma menor intensidade, demonstrando uma menor concentração 
de organelas citoplasmáticas. 
Com a utilização da histoquímica para proteínas CBB é observado um grande 
número de conexões intercelulares, relevando as rolhas das mesmas, que são de 
natureza protéica, como observado por Ramus (1971) em Griffithsia pacifica Kylin, por 
Tsekos (1983) em Gigartina teedii (Mertens ex Roth) J.V. Lamouroux e Bouzon (2006) 
em H. musciformis. A citocinese das células é incompleta na Classe Florideophyceae, 
devido à permanência de uma conexão intercelular (pit connection) entre elas. Durante a 
fase final da divisão celular um poro permanece entre as duas células-filhas, porém, 
logo é fechada pela deposição de uma substância de natureza proteinácea, “a rolha” da 
conexão intercelular que constitui o chamado pit plug (Pueschel, 1980). Nas duas 
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variantes pigmentares de K. alvarezii as membranas das conexões intercelulares 
aparecem desestruturadas.  
Estas conexões atuam na manutenção da integridade do talo. A quase totalidade 
das algas vermelhas é pseudoparenquimatosa. Por isso, as numerosas conexões 
intercelulares primárias e secundárias devem ajudar na manutenção da estrutura do talo, 
servindo para “amarrar” as células, mantendo-as unidas na ausência de lamela média, 
observada nas plantas multicelulares (Kugrens & West, 1974). 
O núcleo das duas variantes pigmentares de K. alvarezii do controle apresentou-
se como uma cromatina difusa e um grande nucléolo, quando analisadas no MET. A 
presença de um grande núcleo pode estar relacionada com um aumento da atividade dos 
dictiossomos, ribossomos e cloroplastos. Nas duas variantes pigmentares de K. alvarezii 
exposta a RUVB não apresentaram alterações ultraestruturais no núcleo. O mesmo 
resultado foi encontrado em Palmaria palmata e P. decipiens exposta à radiação UVA 
+ UVB onde o núcleo permaneceu intacto (Poppe et al., 2002; Poppe et al., 2003).   
Nas variantes pigmentares de K. alvarezii exposta a RUVB o citoplasma quando 
analisados no MET apresentam uma grande quantidade de ribossomos livres. A 
observação de uma grande quantidade de ribossomos livres, sugere o aumento da 
produção de proteínas que seriam utilizadas, inicialmente na biossíntese das organelas 
membranosas ou estariam envolvidas na produção de cadeias enzimáticas necessárias 
para incrementar o metabolismo celular durante todo o processo de exposição à RUVB.  
 No citoplasma de Ph. austrogeorgica foram observados o aparecimento de cristais 
protéicos após a exposição à radiação UVA + UVB indicando danos a proteínas dos 
cloroplastos ou a remobilização de proteínas armazenadas para processos de reparo 
(Poppe et al., 2003). Estes cristais protéicos são depósitos de proteínas que são 
mobilizadas quando há limitações de nitrogênio (Pueschel, 1992). As proteínas são 
conhecidas por serem eficientes na absorção da radiação UVB (Karentz, 1994). É um 
aumento da degradação protéica, seguido pela re-síntese para substituir proteínas 
sensíveis à exposição à radiação UVB (Cullen e Neale, 1994).  Mecanismos de reparo a 
danos induzidos pela radiação UVB nas membranas ou nos componentes do transporte 
de elétrons aumentaria a demanda da atividade enzimática com o aumento na exigência 
de nitrogênio (Poppe et al., 2003).   
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Por exemplo, proteínas importantes para o processo fotossintético como a 
enzima 1,5 di-fosfato carbolixase/oxigenase (Rubisco) ou proteína D1 mostra um 
aumento sobre a exposição à radiação UVB, levando a diminuição na atividade 
fotossintética (Aro et al., 1993; Bornmann & Teramura 1993; Strid et al., 1994). 
Por isso, uma das funções dos cristais de proteínas pode ser proporcionar a 
neutralização contra a limitação do nitrogênio induzido pela à radiação UVB (Poppe et 
al., 2003).   
Na maioria das células dos vegetais o complexo golgiense consiste de 
numerosos dictiossomos compostos de cisternas achatadas, polarizadas com pequenas 
vesículas associadas à face de maturação. O papel do complexo golgiense no 
desenvolvimento das células vegetais tem sido discutido sobre vários aspectos. 
Vesículas derivadas dos dictiossomos estão envolvidas na concentração e transporte de 
material de parede celular, além de outros produtos subcelulares são processados nos 
dictiossomos e associados ao sistema de endomembranas (Schnepf, 1993).  
Os dictiossomos e os retículos endoplasmáticos rugosos das duas variantes 
pigmentares de K. alvarezii exposta a RUVB não apresentaram alterações 
ultraestruturais. O mesmo resultado foi encontrado por (Poppe et al., 2002; Poppe et al., 
2003) em Palmaria palmata e P. decipiens exposta à radiação UVA + UVB.   
Nas duas variantes pigmentares de K. alvarezii do controle, os dictiossomos 
foram observados em íntima associação com as mitocôndrias, tal associação sugere a 
transferência de energia para a alta atividade dictiossômica. Entretanto, a base 
metabólica desta associação física entre estas organelas não é muito clara como já 
observado em outras algas vermelhas (Duckett & Peel, 1978; Delivopoulos & Tsekos, 
1986). Esta associação pode representar um acoplamento de sítios de produção de 
energia com um sítio de utilização de energia (Scott & Dixon, 1973).  
Além da associação mitocôndria-dictiossomo, característica das algas vermelhas 
foi observada também uma associação cloroplasto-mitocôndria-dictiossomo. Este 
complexo de associação pode representar uma cadeia metabólica na quais os 
fotossintetizados produzidos pelos cloroplastos seriam utilizados na mitocôndria para 
produzir ATP, o qual seria consumido na atividade secretora dos dictiossomos (Bouzon, 
1999).      
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Nas mitocôndrias das duas variantes expostas a RUVB não foram observadas 
modificações ultraestruturais As alterações encontradas foram o aumento no número de 
mitocôndrias após a exposição à radiação. Este aumento no número de mitocôndrias 
poderia ocasionar um aumento no processo de respiração celular e conseqüentemente 
um aumento no metabolismo energético. Outros estudos relatam alterações 
ultraestruturais nas mitocôndrias de P. palmata e P. decipiens. As alterações 
ultraestruturais nas mitocôndrias de P. palmata estão relacionadas com modificações na 
forma tubular das cristas mitocondriais para a forma sacular após a exposição à radiação 
UVA + UVB (Poppe et al., 2003).  Na macroalga verde Prasiola crispa (Lightfoot) 
Kützing exposta 24 h a radiação UVA + UVB apresentou leves alterações nas 
mitocôndrias (Holzinger et al., 2006). Estudos com a planta Zea mays (Santos et al., 
1993) e Allium cepa (Lichlscheidl-Schultz, 1985) descrevem que a radiação UV induz a 
mudança na estrutura da mitocôndria. Esta mudança ultraestrutural pode resultar em um 
distúrbio no metabolismo do ATP (Vosjan et al., 1990).  
Nas células corticais e subcorticais das duas variantes pigmentares de K. 
alvarezii do controle, o Rer e o envelope nuclear foram observados em íntima 
associação com grãos de amido. O retículo endoplasmático parece estar associado com 
o desenvolvimento dos grãos de amido, justamente na parte externa do envelope nuclear 
(Delivopoulos & Kugrens, 1984), o que também foi observado em Polysiphonia novae-
angliae W. R. Taylor (Wetherbee & Wynne, 1973) e em Pterocladia capillacea 
(Tripodi, 1971). Estas observações implicam num possível envolvimento do retículo 
endoplasmático, do envelope nuclear, ou de ambos, na polimerização dos grãos de 
amido, porém a rota metabólica deste processo permanece desconhecida (Delivopoulos 
& Kugrens, 1984). 
Como já observado em outras algas vermelhas (Peyrière, 1963; Tripodi, 1971) a 
atividade dos dictiossomos é intensa naquelas células onde a síntese dos grãos de amido 
é alta. Isto parece confirmar a hipótese de que uma das possíveis rotas metabólicas de 
polimerização dos grãos de amido nas algas vermelhas envolva as vesículas 
dictiossomais. Em contrapartida, a formação dos grãos de amido via RE ou vesículas 
derivadas dos dictiossomos mostra pouco provável já que os grãos de amido não 
apresentam envoltório membranar (Bouzon, 1999). Desta forma a rota de polimerização 
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mais provável envolveria enzimas produzidas em polissomos livres, justificando a 
grande quantidade de ribossomos livres no citoplasma.      
A ultra-estrutura dos cloroplastos é uma característica de grande valor 
taxonômico nas algas, sendo o arranjo dos tilacóides nos diferentes filos a característica 
mais importante, que corrobora com a taxonomia clássica (Dodge, 1973). 
Nas algas vermelhas, os tilacóides não se associam, uns aos outros encontram-se 
livres nos cloroplastos. A posição filogenética destes organismos é controvertida, sendo 
considerados eucariotos primitivos com base na ausência do flagelo e na presença de 
ficobilissomos como pigmentos acessórios (Tripodi & Gargiulo, 1984).    
Nos cloroplastos, o estroma plastidial é preenchido por ribossomos. A presença 
destas organelas, em grande número, sugere uma alta taxa de replicação pela produção 
de proteínas endógenas, o qual também levaria a um aumento da atividade metabólica 
do próprio cloroplasto. A reatividade do estroma plastidial o teste de Thiéry, onde os 
fotossintetizados foram detectados como granulações finas, espalhadas no estroma, 
indicam que os carboidratos com grupos 1,2 glicol, sintetizados nos cloroplastos, são 
inicialmente acumulados no estroma, e posteriormente polimerizados em grãos de 
amido no citoplasma, onde se observa um intenso depósito de proteinato de prata.     
Os cloroplastos das duas variantes pigmentares de K. alvarezii do controle 
mostram estrutura típica das algas vermelhas com um tilacóide periférico e tilacóides 
paralelos não formando pilhas. O número de tilacóides paralelos é variável e depende 
principalmente da localização da célula na alga.  
Os cloroplastos das variantes expostos a RUVB apresentam alterações 
ultraestruturais (perda de tilacóides, desestruturações e formação de corpos 
membranosos com membranas concêntricas) significativas quando comparadas aos 
controles. Estudos com as macroalgas vermelhas Palmaria palmata, P. decipiens, 
Phycodrys austrogeorgica e Bangia atropurpurea expostas à radiação UVA + UVB 
apresentaram também alterações ultraestruturais nos cloroplastos como dilatação dos 
tilacóides, desorganização da forma, formação de vesículas translúcidas entre os 
tilacóides (Poppe et al., 2003). Em Ph. austrogeorgica após 12 h de exposição à 
radiação UVA + UVB os ficobilissomos apresentam-se alterados (Poppe et al., 2003). 
Em P. palmata após ser exposta durante 6 a 8 h a radiação UVA + UVB foram 
observadas alterações ultraestruturais nos cloroplastos. Os cloroplastos estavam 
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alterados e aparecem vesículas translúcidas (Poppe et al., 2002). As alterações 
ultraestruturais ocorrem principalmente nos cloroplastos, modificando a quantidade, o 
tamanho dos mesmos e a organização quanto ao número de tilacóides (Talarico & 
Maranzana, 2000). As alterações nos cloroplastos ocorrem após um período mais longo 
de exposição, ocasionando variações na composição pigmentar. Estas alterações podem 
ser estratégias de aclimatação em longo prazo (Talarico & Maranzana, 2000). Na planta 
Pisum sativum exposta à radiação UV ocorre à dilatação dos tilacóides dos cloroplastos 
e a formação de vesículas translúcidas (Brandle et al., 1977). Em Beta vulgaris também 
foram observadas as dilatações dos tilacóides dos cloroplastos quando expostas a 
radiação UVB (Bornmann et al., 1983). Entretanto, nas algas verdes como Pr. crispa 
exposta 24 h a radiação UVA + UVB os cloroplastos apresentaram leves alterações nos 
tilacóides, diminuição no número de plastoglóbulos e o aparecimento de numerosos 
glóbulos elétron densos (Holzinger et al., 2006). A microalga verde Micrasterias 
denticulada C. Agardh também apresentou alterações ultraestruturais nas 
endomembranas, redistribuição dos cloroplastos e a formação de vacúolos (Meindl & 
Lütz, 1996; Lütz et al., 1997). O fotossistema II é um importante alvo da radiação UVB 
em plantas e macroalgas (Post et al., 1992; Neale et al., 1993 e Vass, 1997). 
A radiação UVB fisiologicamente pode dificultar o estabelecimento do gradiente 
de prótons através da membrana dos tilacóides e conseqüentemente as reações 
fotossintéticas serão prejudicas (Poppe et al., 2003).  Outros relatos de mudanças 
induzidas pela radiação UVB incluem a despolarização do potencial da membrana 
liberando íons de Cl -, Na + e K + e diferentes atividades da ATPase nas membranas 
celulares (Doughty & Hope 1973; Murphy 1983; Gallo et al., 1989) e nos tilacóides 
(Iwanzik et al., 1983; Chow et al., 1992; Hideg & Vass 1996). 
As gotas lipídicas elétron-densas descritas nos tilacóides de K. alvarezii, são os 
plastoglobuli, que também foram descritas por Wetherbee e Wynne (1973) em 
Polysiphonia novae-angliae W. R. Taylor, por Pueschel (1988a) em Hildenbrandia 
rubra (Sommerfelt) Meneghini e por Bouzon (2006) em H. musciformis. Os corpos 
elétron-densos os plastoglobuli encontrados nas células corticais e nas células 
subcorticais de K. alvarezii são interpretados como material lipídico com função de 
reserva. Nas mesmas células quando expostas a RUVB ocorre o aumento no número de 
corpos elétron-densos os plastoglóbulos, possivelmente este seja utilizado como 
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depósito de substâncias de reserva, pois, há diminuição no número de grãos de amido no 
citoplasma destas células.    
A organização espacial entre os cloroplastos com as mitocôndrias numa 
freqüente associação observado nos diversos tipos de células de K. alvarezii indica um 
mecanismo que aumentaria a interação metabólica entre as organelas conforme 
observado em H. musciformis (Bouzon, 2006).  
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CAPÍTULO 4  
CONSIDERAÇÕES FINAIS 
  
 
Os resultados do presente trabalho indicam que a RUVB ocasionou alterações na 
variante pigmentar verde e vermelha de K. alvarezii. Dentre esses, a RUVB provocou 
alterações nas taxas de crescimento e na morfologia dos segmentos apicais das duas 
variantes pigmentares (verde e vermelha) de K. alvarezii. As alterações morfológicas 
ocorrem na região apical dos talos, quando comparados com as amostras dos talos do 
controle, provocando curvatura na região apical onde normalmente se dá o crescimento 
e a dicotomia.  
Também foram verificadas alterações nas concentrações dos pigmentos 
fotossintetizantes. Os segmentos apicais dos indivíduos controle das duas variantes 
apresentaram concentrações de Cl.a menores que as concentrações dos expostos à 
RUVB. Entretanto, as concentrações das três ficobiliproteínas (FE, AFC e FC) dos 
segmentos apicais expostos diminuíram em relação às concentrações do controle. 
Alterações histoquímicas e ultra-estruturais foram observadas nas duas variantes 
pigmentares expostas a RUVB. As secções transversais das duas variantes de K. 
alvarezii exposta a RUVB quando coradas com AT-O evidenciaram um citoplasma das 
células corticais e sub-corticais mais denso quando comparado às células do controle. 
Com a reação de PAS foi possível detectar uma redução na densidade de grãos de 
amido nas células corticais e nas células subcorticais das duas variantes quando 
comparadas com o observado nos controles. Porém, a reação PAS positiva foi mais 
intensa na parede celular das plantas tratadas com UVB. A reação com CBB nas células 
corticais e das células subcorticais das duas variantes das plantas tratadas com UVB, a 
coloração foi mais intensa do que o observado com citoplasma das células dos 
controles.  
No MET foi possível observar alterações ultra-estruturais nas duas variantes 
pigmentares exposta a RUVB. Ocorreu o aumento da espessura da parede celular das 
primeiras células corticais, com o aumento no número de microfibrilas concêntricas. As 
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primeiras células corticais perdem o formato de taça e adquirindo um contorno irregular 
Como observado na ML, com a coloração de CBB, o citoplasma tanto das células 
corticais quanto das células subcorticais tornou-se mais elétron-denso devido a há uma 
compactação das estruturas celulares. 
Nas duas variantes foi possível verificar a presença de corpos membranosos, 
onde as membranas estão distribuídas de forma concêntrica. Estas estruturas foram 
observadas espalhadas no citoplasma das células corticais e nas células subcorticais.  
Quando submetidas à RUVB, nas células corticais e nas células subcorticais das 
duas variantes pigmentares, as organelas que mais sofreram alterações morfológicas 
foram os cloroplastos. Estes são numerosos, porém, com alterações caracterizadas 
principalmente por uma desorganização dos tilacóides. Nos cloroplastos o número de 
plastoglóbulos aumenta, porém há uma diminuição no número de grãos de amido.  
Os núcleos das células corticais e subcorticais das duas variantes não 
aparentemente não sofreram alterações quando submetidos à RUVB. Entretanto foi 
observado um aumento no número de ribossomos livres no citoplasma. As mitocôndrias 
e os dictiossomos não também apresentaram alterações ultra-estruturais após exposição 
à RUVB. 
As estruturas de conexões intercelulares característico das algas vermelhas 
apresentaram as membranas levemente modificadas quando comparadas às conexões 
entre as células das plantas controle.  
  
 
 
 
